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Resumen 
Las estatinas son inhibidores de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa, enzima 
involucrada en el paso limitante de velocidad de la síntesis del colesterol, al reducir la 3-
hidroxi-3-metilgluatril coenzima A a mevalonato. Desde su descubrimiento como 
metabolitos de varias especies de hongos, las estatinas se han empleado en el tratamiento de 
la hipercolesterolemia y otras enfermedades  cardiovasculares. En años recientes, se recopiló 
abundante información en la investigación acerca de la acción molecular de las estatinas, 
sugiriendo que tienen un efecto en células de cáncer in vitro e in vivo. La frecuencia de uso 
de estos medicamentos ha hecho que múltiples estudios alrededor del mundo exploren su 
potencial en el tratamiento contra el cáncer. A pesar del creciente número de publicaciones 
al respecto, el mecanismo molecular de las estatinas en el cáncer no está del todo elucidado 
y cada vez se encuentran más genes y proteínas involucradas.  
En este trabajo se exploró el efecto de la simvastatina en la viabilidad, migración, e invasión 
de las células de osteosarcoma de rata UMR-106. Los hallazgos aquí consignados muestran 
que la simvastatina disminuye la viabilidad celular de las líneas celulares MCF-7 de cáncer 
de mama, LNCaP de cáncer de próstata, UMR-106 de osteosarcoma de rata y BRL-4 de 
hepatocitos de rata de una forma dependiente de la dosis. Adicionalmente, se determinó que 
la simvastatina también disminuye la proliferación, migración e invasión celular de forma 
dependiente de la dosis en las células UMR-106.  
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Asimismo, la vía de señalización JAK/STAT se ha reportado como una de las vías que 
frecuentemente se encuentra desregulada en el cáncer, razón por la que se evaluaron los 
efectos de la simvastatina en su activación y regulación. Se encontró que la simvastatina 
induce la expresión de SOCS-2, SOCS-3 y CIS, reguladores negativos de la vía JAK/STAT, 
además de disminuir la actividad transcripcional de STAT1 y STAT5 inducida por suero 
fetal bovino (SFB) y hormona de crecimiento (GH).  
Estos resultados muestran el potencial de la simvastatina como medicamento en el 
tratamiento del cáncer y su selectividad lo hace un fuerte candidato como terapia contra el 
osteosarcoma.  
Palabras clave: Cáncer, estatinas, simvastatina, JAK/STAT, SOCS 
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Abstract 
Statins are inhibitors of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase, which is 
involved in the rate-limiting step of cholesterol synthesis, when reducing 3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A to mevalonato. Since their discovery as metabolites in several 
fungi species, statins have been used in the treatment of hypercholesterolemia and other 
cardiovascular diseases. In recent years, overflowing information in the research of molecular 
action of statins, suggesting that they have an effect in cancer cells both in vitro and in 
vivo. Recurrent use of these medications has caused that multiple studies around the world 
have explored their potential as anti-cancer agents. Despite the increasing number of 
publications on the subject, the molecular mechanisms of statins on cancer are not entirely 
elucidated and more proteins and genes are found to be involved.  
In this work we investigated the effect of simvastatin on cell viability, proliferation, 
migration and invasion in rat osteosarcoma cell line UMR-106. We found that simvastatin 
decreases cell viability in breast cancer cell line MCF-7, prostate cancer cell line LNCaP, rat 
osteosarcoma cell line UMR-106 and buffalo rat liver cell line BRL-4 in a dose-dependent 
manner. In addition, we determined that simvastatin also decreases cell proliferation, 
migration and invasion in a dose-dependent manner in UMR-106 cells.    
Furthermore, JAK/STAT signaling pathway has been reported as one of the pathways 
frequently deregulated in cancer, which is why we evaluated the effects of simvastatin in its 
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activation and regulation. We found that simvastatin induces JAK/STAT negative 
regulators SOCS-2, SOCS-3 and CIS expression. Moreover, it decreases STAT1 and STAT5 
fetal bovine serum and growth hormone-induced transcriptional activity.  
These results show the potential of simvastatin as a medication in cancer treatment and its 
selectivity makes it a strong candidate in osteosarcoma therapy.  
Key Words: Cancer, statins, simvastatin, JAK/STAT, SOCS 
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1. Introducción 
Las estatinas se han empleado en los últimos años como medicamentos para el tratamiento 
de hipercolesterolemia, al inhibir la enzima 3-hidroxi-3-metilglutarilcoenzima A reductasa, la 
cual cataliza el paso limitante de velocidad de la biosíntesis del colesterol. El bloqueo de 
esta enzima, a su vez, inhibe la síntesis de isoprenoides, corriente abajo, los cuales son 
fundamentales en las modificaciones postraduccionales como la farnesilación y la 
geranilgeranilación de proteínas. Entre éstas sobresalen las proteínas de la superfamilia Ras 
GTPasa y su subfamilia Rho, las cuales requieren anclarse a la membrana celular para su 
activación y se ha demostrado su importancia en procesos como la proliferación, 
crecimiento, migración, invasión y progresión de ciclo celular [1]. Asimismo, en varios 
trabajos se ha encontrado que las estatinas inducen apoptosis, arresto de ciclo celular, entre 
otros efectos que las vinculan a diversas vías de señalización y hace que su efecto en las 
células de cáncer sea de particular interés. Así, se han llevado a cabo varios estudios clínicos 
en diferentes tipos de cáncer y tumores, en donde muchos resultados son contradictorios y 
en donde se sugiere que el tipo de cáncer y la clase de estatina influyen en el resultado. Los 
trabajos in vitro en numerosas líneas celulares y con diferentes estatinas arrojan resultados 
similares, y el fenotipo de las células determina la respuesta frente a las estatinas. El 
mecanismo de las estatinas en las células de cáncer no ha sido elucidado por completo y en 
diferentes investigaciones se han estudiado los efectos de las estatinas en diferentes vías de 
señalización. En el cáncer, varias vías de señalización se encuentran desreguladas, en 
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particular aquellas que tienen que ver con crecimiento, proliferación, apoptosis y ciclo 
celular.  
La vía de señalización JAK/STAT se activa con el estimulo de factores de crecimiento y 
citoquinas y su regulación depende de las proteínas SOCS, produciendo una 
retroalimentación negativa, al ser inducidas por las proteínas STAT. La desregulación de 
esta vía se ha implicado en el cáncer y la activación descontrolada de la vía se ha asociado 
con el crecimiento y proliferación de células de cáncer [2]. Adicionalmente esta vía de 
señalización activa corriente abajo otras vías de señalización relacionadas con crecimiento, 
proliferación y apoptosis, razón por la que su investigación de sus efectos de las estatinas en 
la vía, pueden proveer  información fundamental acerca del mecanismo de las estatinas en 
células de cáncer.    
Trabajos previos llevaron a concluir que la simvastatina tuvo efecto en diferentes tipos 
celulares, y que la viabilidad de la línea celular de osteosarcoma UMR-106 disminuye con 
dosis crecientes de simvastatina. Adicionalmente también se encontró que la simvastatina 
inhibió la actividad transcripcional de STAT1, vinculando así, los efectos de la simvastatina 
a la modulación de la vía de señalización JAK/STAT [3].  
En este trabajo se estudiaron los efectos de la simvastatina en 4 líneas celulares (3 
cancerosas y 1 no cancerosa) en la viabilidad celular. El estudio se enfocó en la línea celular 
de osteosarcoma de rata UMR-106 y los efectos de la simvastatina en la proliferación, 
migración e invasión. Adicionalmente, se estudiaron los cambios en la activación y expresión 
de miembros de la vía JAK/STAT inducidos por hormona de crecimiento (GH) y suero 
fetal bovino (SFB) en esta línea celular.   
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1.1. Justificación 
El tratamiento de cáncer en el mundo ha ido progresando lentamente hacia medicamentos 
cada vez más específicos, y cuyo mecanismo de acción sea selectivo hacia las células 
cancerosas. La complejidad del cáncer ha generado numerosas aproximaciones y dado pie 
para que la investigación tenga diversos enfoques. Las terapias en estudio son innumerables, 
y la búsqueda por medicamentos que sean bien tolerados a largo plazo hace que las 
estatinas sean un interesante blanco. Los inhibidores de la HMG-CoA reductasa se han 
involucrado repetidamente en estudios clínicos y de líneas celulares de cáncer, obteniéndose 
resultados a veces confusos y en varios casos contradictorios. Aunque se conocen algunos de 
los efectos en varias vías de señalización, el mecanismo no está del todo elucidado y 
evidencia creciente indica que las estatinas tienen diversos blancos de acción. La frecuencia 
con la que se prescriben estos medicamentos hace necesario que se profundice en su 
mecanismo, que explique los diversos resultados encontrados.  
Por otra parte, también se buscan blancos moleculares de proteínas y vías de señalización 
desreguladas, que puedan ser mitigadas específicamente con el tratamiento. Este es el caso 
de la vía JAK/STAT, cuyo papel en la proliferación, crecimiento y viabilidad de las células 
esta ampliamente documentado, así como también su desregulación en las células cancerosas 
y su papel en la oncogénesis.   
Este trabajo aporta información novedosa, mostrando que la simvastatina tiene un efecto 
dependiente de la dosis y del tipo celular, además de encontrar una relación entre la 
simvastatina y la vía JAK/STAT. 
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1.2. Hipótesis 
 
En este trabajo se plantea estudiar si la simvastatina regula la vía de señalización 
JAK/STAT, activada por la hormona de crecimiento (GH), al inducir la expresión de las 
proteínas SOCS en la línea de osteosarcoma de rata UMR-106 y si la simvastatina es un 
candidato potencial como agente terapéutico anti-cáncer.  
La vía de señalización JAK/STAT/SOCS podría ser una de las implicadas en todos los 
procesos de apoptosis y disminución de proliferación y crecimiento que sufren las células de 
cáncer, enfocándose en osteosarcoma de rata. 
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1.3. Marco Teórico 
1.3.1. Estatinas 
Las estatinas son inhibidores de la reductasa de 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A 
(HMG-CoA) que se emplean comúnmente como tratamiento de hipercolesterolemia, 
arterosclerosis, enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares [4].  La familia de las 
estatinas comprende la lovastatina, simvastatina, atorvastatina, fluvastatina, 
pravastatina, cerivastatina, rosuvastatina y pitavasatina (Figura 1). La característica 
estructural de todas las estatinas es una cadena lateral que existe ya sea como una lactona 
en su forma inactiva o como un ácido en su forma activa. La lactona es activada in vivo 
por carboxiesterasas en el hígado y en el plasma sanguíneo [5]. 
Se ha demostrado que las estatinas disminuyen la incidencia de incidentes cardiovasculares 
entre los que se incluye la muerte, infarto de miocardio, apoplejía y disfunción renal entre 
otros [6]. Aún en pacientes con niveles normales de colesterol y LDL, las estatinas se asocian 
con una disminución en casos de mortalidad cardiovascular [6-8] . Esto sugiere efectos 
pleiotrópicos de las estatinas que no siempre dependen de sus efectos en el colesterol. Las 
estatinas se han relacionado con reducción de lesiones de tejido en modelos de isquemia y 
reperfusión en varios órganos, incluyendo corazón, pulmón, cerebro, riñón e intestinos. 
Adicionalmente, se ha demostrado que las estatinas atenúan la vasoconstricción 
incrementando la actividad del óxido nítrico (NO) endotelial, un beneficio que se observó 
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después de 6 semanas de tratamiento. Las estatinas tienen efectos pleiotrópicos 
independientes de la reducción de  colesterol, que tienen impacto antiarterosclerótico, 
antitrombótico y antinflamatorio directo [9-12].   
 
Estos inhibidores son competitivos y su unión a la HMGCoA reductasa es 
aproximadamente 1000 veces más efectiva que la del sustrato natural,  interfiriendo con la 
biosíntesis del mevalonato, un precursor de colesterol [13]. 
 
Figura 1Estructuras De Algunas Estatinas. A) Pravastatina B) Lovastatina C) Simvastatina D) 
Atorvastatina E) Cerivastatina F) Fluvastatina 
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Aunque las estatinas se han aprobado para el tratamiento de desórdenes lipídicos, se ha 
acumulado evidencia de su utilidad en el tratamiento de otras enfermedades como 
Alzheimer y osteoporosis, además de cáncer, cuya investigación ha sido bastante extensa 
en los últimos diez años. En ella se han encontrado indicios de que las estatinas podrían 
funcionar como medicamentos en la terapia contra el cáncer. Sin embargo, diversos 
estudios en las estatinas y su relación con el cáncer, parecen revelar información 
contradictoria. Un estudio realizado en mas de 12488 hombres y mujeres mostró una 
asociación inversa entre los niveles de colesterol y la incidencia de cáncer, incluyendo 
cáncer de pulmón, vejiga, colorrectal, pancreático, y leucemia [14]. En un estudio 
separado, se encontró que en pacientes tratados con pravastatina la incidencia de cáncer 
de mama es de un 5.5%, comparado con 0.3% del grupo control [15].  Sin embargo, 
estudios epidemiológicos muestran que las estatinas pueden prevenir otros tipos de cáncer 
como el cáncer de próstata [16], colorrectal [17], melanoma [18] y en algunos casos, de 
mama [19].  Por ejemplo, en el estudio escandinavo de supervivencia de simvastatina se 
reportó una mortalidad por cáncer mas baja en pacientes tratados con simvastatina [20]. 
También en el Estudio Epidemiológico Molecular de Cáncer Colorrectal se encontró un 
47% menor riesgo para pacientes que usan las estatinas, además de la conclusión de que la 
terapia con estatinas a largo plazo tiene un efecto protector contra el cáncer de colon en 
pacientes de alto riesgo [17].  
Apoyando esto, otros estudios demostraron que la simvastatina administrada en una dosis 
250 veces más alta que la dosis normalmente usada para tratar hipercolesterolemia causa 
hipertrofia tiroidea y adenomas foliculares celulares en cepas de ratas. Similarmente, la 
administración de lovastatina a niveles muy altos (500 mg/kg al día) fue asociada con una 
mayor evidencia de canceres hepatocelular y pulmonar. Interesantemente, la 
carcinogenicidad asociada a estatinas en la mayoría de los estudios fueron limitados a dosis 
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mucho mayores que la común para tratar hipercolesterolemia en humanos. Por ejemplo, 
estudios de toxicidad en ratas, perros y monos, con lovastatina a dosis hasta de 180 mg.kg 
al día demostraron no tener efecto carcinogénico [21].  
1.3.1.1. Vía del mevalonato y síntesis de colesterol 
La biosíntesis del colesterol se lleva a cabo por medio de una vía de señalización que se 
inicia con la síntesis del mevalonato a partir de la reducción de la HMG-CoA, y siendo así, 
precursor de intermediarios isoprenoides, los cuales son incorporados en varios productos, 
entre los cuales están el colesterol, las proteínas farnesiladas y las geranilgeraniladas. A 
partir del mevalonato se origina el isopentil pirofosfato (IPP), el cual se une con el 
dimetilalil pirofosfato (DMAPP) para producir el geranil pirofosfato (GPP), un compuesto 
de diez átomos de carbono. La producción del farnesil pirofosfato (FPP) a partir del GPP y 
el IPP es catalizada por la FPP sintetasa. El FPP puede ser metabolizado a escualeno y 
posteriormente a colesterol o puede unirse a una molécula de IPP para producir 
geranilgeranil pirofosfato (GGPP) (Figura 2)[22]. Todos los productos de la vía son 
requeridos para la lipidación postraduccional asociada a la localización en membrana y 
actividad de  pequeñas GTPasas y por tanto esenciales para el funcionamiento celular [23]. 
 La regulación de esta vía es realizada a través de una retroalimentación muy compleja que 
va a nivel transcripcional, traduccional y postraduccional, en el que se involucran 
compuestos esteroles y no esteroles, productos de la misma vía del mevalonato. Esto ocurre 
en células normales, a diferencia de las tumorales que son resistentes a la retroalimentación 
mediada por esteroles y son más sensibles a la supresión llevada a cabo por isoprenoides 
[13]. 
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Figura 2 Vías De Señalización Del Mevalonato La vía de señalización del mevalonato 
conduce a la biosíntesis del colesterol, proteínas farnesiladas y geranilgeraniladas. HMG-CoA: 3-
hidroxymetil-3-glutarilcoenzima A, -IPP: Isopentil pirofosfato, DMAPP: Dimetilalil pirofosfato, 
GPP: Geranil pirofosfato, FPP: Farnesil pirofosfato, FPTasa: Farnesil prenil transferasa, GGPP: 
Geranilgeranil pirofosfato, GGPTasa: Geranilgeranil prenil transferasa. Figura modificada de [4] 
 
 
 
La farnesilación es un proceso llevado a cabo por la farnesil transferasa (FPTasa), al 
catalizar la adición de un grupo farnesil de 15 carbonos. La actividad enzimática requiere 
zinc, el cual activa el tiolato de la cisteína en el sustrato peptídico para el ataque 
nucleofílico del grupo farnesil [4, 24]. Ras, RhoB, HDJ2 y las lamininas A y B son algunas 
de las proteínas que sufren esta modificación postraduccional [4, 24]. La unión del sustrato a 
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la FPTasa es ordenada, primero uniéndose a FPP, seguida de la unión del péptido de 
CAAX. El paso de reacción de prenilación es relativamente rápido, seguido por la liberación 
limitante de velocidad del producto proteico farnesilado [24]. Por su parte, la 
geranilgeranilación es realizada por la geranilgeranil transferasa (GGPTasa) I o II, 
añadiendo uno o dos grupos de 20 carbonos, respectivamente. Entre las proteínas 
geranilgeraniladas  se encuentran Rab, Rap1A, RhoA, Rac1 y CDC42 [4].  
Ambos tipos de modificaciones requieren que las proteínas tengan un motivo CAAX en el 
extremo carboxi-terminal, siendo C un residuo de cisteína, A un aminoácido alifático y X 
una serina o metionina para la FPTasa o una leucina para la GGPTasa I. La GGPTasa 
II, en cambio, requiere un motivo CXC. Algunas proteínas requieren modificaciones 
adicionales para su correcto funcionamiento tales como H-Ras, N-Ras o K-Ras4A, las 
cuales también son palmitoiladas, permitiendo una asociación más estable de las mismas a 
la membrana. Las investigaciones recientes se enfocan en encontrar las diferencias en 
modificaciones postraduccionales y asociación a membrana de las isoformas de Ras, con el 
fin de explicar las diferencias funcionales entre ellas. K-Ras y N-Ras pueden ser preniladas 
alternativamente por la  GGTPasa cuando la farnesilación es inhibida, mientras que la H-
Ras es farnesilada exclusivamente [4]. A su vez, una tercera enzima preniltransferasa 
GGTPasa II cataliza la adición del isopreno geranilgeranil en el C terminal de la familia 
Rab de pequeñas GTPasas. Las proteínas Rab regulan trafico intravesicular y contienen 2 
residuos de cisteína en su C terminal (XXCC, XCXC o CCXX) [24]. 
En estudios realizados a modelos animales, se han hecho descubrimientos interesantes 
acerca de la vía del mevalonato, en donde se concluye que ratones deficientes de la HMG-
CoA reductasa se desarrollan solo a la etapa de blastocitos [25]. Por su parte, en un 
modelo deficiente en la enzima escualeno sintetasa muestran un retardo en el crecimiento 
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y defectos en tubo neural. Asimismo, ratones deficientes de la GGTPasa II, a pesar de 
crecer y desarrollarse normalmente, muestran defectos en las plaquetas, trombocitopenia y 
sangrado prolongado [4]. 
1.3.1.2. Relación de la vía del mevalonato con otras 
vías 
La vía del mevalonato está involucrada en varias cascadas de señalización, 
particularmente las relacionadas con la activación de las proteínas de la superfamilia de 
Ras.  
Ras es una proteína pequeña de unión a GTP que transduce señales mitogénicas que 
provienen que factores de crecimiento y citoquinas, así como de la activación de otros 
oncogenes. La proteínas Ras tiene tres formas identificadas: H-Ras, N-Ras y K-Ras y 
están con frecuencia mutadas en diversos tipos de cáncer, lo que puede estar directamente 
relacionado con su capacidad para localizarse en la membrana y para hidrolizar GTP. 
Estas mutaciones se han visto en el 90% de los casos de adenocarcinoma de páncreas, 50% 
de cáncer de tiroides, 47% de cáncer de colon, 36% de melanoma y 44% de leucemia aguda 
mieloide [4].  
La activación de Ras requiere su translocación a la membrana plasmática, razón por la 
que con la interrupción de la biosíntesis del mevalonato, las estatinas inhiben la activación 
de Ras y sus cascadas de señalización corriente abajo, incluyendo Raf/MEK/ERK y 
PI3K/Akt, las cuales juegan un papel fundamental en los procesos de supervivencia 
celular y proliferación y la regulación de la apoptosis y el ciclo celular  [1] (Figura 4). 
La ubicación de Ras en la membrana celular varía dependiendo del subtipo. K-Ras y N-
Ras no se encuentran en los dominios ricos en colesterol conocidos como balsas lipídicas. 
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H-Ras se asocia con las balsas lipídicas en su forma inactiva de GDP, pero no en su forma 
activa de GTP [26].  
La proteína Ras en particular, sólo puede interactuar con los receptores de membrana, 
resultando en la activación de las cascadas de señalización corriente abajo. Por eso, la 
activación de Ras solamente ocurre después de su farnesilación (Figura 3). Varios trabajos 
han descrito previamente a Ras como un buen candidato para la terapia anti-cáncer [27-
29]. 
En la familia de las proteínas Ras también se encuentran las proteínas Rho, comprendidas 
por lo menos por 10 miembros, entre los que se destacan RhoA, B, C, D y E [1]. Se conoce 
que RhoB tiene un papel importante en supervivencia, crecimiento celular, adhesión, 
organización celular y trafico de citoquinas[4]. La RhoB puede ser farnesilada o 
geranilgeranilada. Una vez activada, Ras tiene un número de blancos involucrados 
corriente abajo en diversas funciones celulares como las vías de señalización PI3K/Akt y 
Raf/MEK/MAPK/ERK, involucrada con apoptosis y progresión del ciclo celular. Otros 
blancos incluyen los inhibidores de quinasa dependiente de ciclina (CDKI) p21[30].  
RhoA y RhoC están ampliamente expresadas en melanoma humano y están implicados en 
la metástasis. La inhibición de la geranilgeranilación de las proteínas de la familia Rho es 
un importante mecanismo que induce la apoptosis in vitro e inhibe la invasión y 
metástasis de células de melanoma humano in vivo. RhoC es importante para la migración 
de células de melanoma y la atorvastatina puede inhibir la transcripción aumentada de 
RhoC [31, 32].  
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En general, las proteínas de la familia Rho constitutivamente activas o una sobrexpresión 
de la quinasa de Rho, previene la diferenciación. La inhibición corriente abajo de la 
quinasa de Rho tiene un efecto anti-invasivo en las células de melanoma B16 y 
antimetastásico en ratones inyectados con células B16. La lovastatina reduce las proteínas 
Rho asociadas a membrana y la metástasis en el modelo de ratones B16F10 de melanoma 
[33, 34].  
Figura 3 Activación De Ras. Después de su síntesis, las proteínas de la familia Ras requieren 
la farnesilación para su anclaje a la membrana como modificación postraduccional para su 
activación corriente abajo. Una vez anclada, su forma inactiva unida a GDP puede activarse al 
unirse a GTP y señalizar corriente abajo [35] 
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Figura 4  Interacción De La Vía De Señalización De Ras Con Otras Vías. La activación 
de Ras induce la activación de varias proteínas corriente abajo, activando señales de proliferación 
y progresión del ciclo celular [35]. 
 
 
1.3.1.3. Mecanismos moleculares de las estatinas en 
el cáncer 
Las estatinas tienen unos efectos pleiotrópicos muy diversos en procesos como la 
inflamación y la angiogénesis, al afectar un buen numero de blancos terapéuticos y varias 
vías de señalización, comunes y especificas de enfermedades crónicas como la 
neurodegeneración, osteoporosis, enfermedades cardiovasculares y el cáncer [13].  
15 |      M e c a n i s m o s  Mo l e c u l a r e s  d e  l a s  E s t a t i n a s  S o b r e  e l  C á n c e r  
 
 
 
El interés de las estatinas en el cáncer se inicio después de un estudio clínico en donde se 
empezó a revelar el efecto de las estatinas, no solo al disminuir los niveles de colesterol en 
la sangre, sino también en el número de muertes no relacionadas con enfermedades 
cardiovasculares y la reducción del colesterol tales como el cáncer [36]. En este estudio 
también se encontró que los niveles de colesterol se relacionaban inversamente con el 
riesgo de padecer cáncer y de muerte causada por cáncer. Así, por varias décadas, y en 
particular, en los últimos diez años, se han publicado un gran número de estudios, que, 
aún con objetivos diferentes, buscan explicar los muy documentados efectos de las 
estatinas, y mas allá de eso, quieren conocer a fondo, los mecanismos moleculares 
alterados y regulados por las estatinas en el tratamiento a líneas celulares, modelos 
animales y pacientes. 
Entre la evidencia conocida de los mecanismos de las estatinas, se conoce que cuando se 
encuentran en forma de lactona, no pueden inhibir la HMG-CoA reductasa, pero se ha 
demostrado que pueden inhibir el proteosoma, lo cual explicaría algunos de los efectos de 
las estatinas en los inhibidores de quinasa dependientes de ciclinas (CDKI) p21 y p27 [37, 
38]. 
Numerosos estudios muestran que las estatinas pueden regular fenómenos como la 
apoptosis. Por ejemplo, en las células AML-3 de leucemia mieloide aguda, la lovastatina 
induce la apoptosis de forma dependiente del tiempo y de la dosis, al bloquear la vía de 
señalización Raf-MEK-Erk (Figura 4), importante en la proliferación y supervivencia 
celular [39]. También se demostró que en células NIH3T3 la lovastatina induce arresto del 
ciclo celular en G1, así como también el desensamblaje de las fibras de actina, 
redondeamiento de las células y una disminución en el RhoA activo en la fracción 
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membranal de proteínas, efectos que desaparecen cuando las células sobrexpresan la 
ciclina E [40].  
Adicionalmente, las estatinas pueden inhibir la proliferación al regular negativamente la 
actividad de CDK2 y aumentar la expresión de p21 y p27, fenómenos que conducen al 
arresto del ciclo celular en las fases G1/S y/o G2/M, siendo eventos dependientes o 
independientes de HMG-CoA en diferentes sistemas[41-43]. La evidencia muestra que las 
estatinas inducen la condensación de la cromatina y fragmentación del DNA, así como la 
activación de caspasas, asociadas a la apoptosis inducida por estatinas [44-46]. Parece que 
los efectos de las estatinas en proliferación y apoptosis son independientes, aunque ambos 
ocurren en la misma línea celular a diferentes concentraciones. Las estatinas parecen 
inducir apoptosis e inhibir proliferación en mayor grado en células malignas que en no 
malignas, posiblemente debido al aumento en la expresión de HMG-CoA reductasa y un 
mayor requerimiento de los isoprenoides derivados de mevalonato en tumores, contrario a 
las células normales. Sin embargo, en experimentos previos se encontró que las estatinas 
inhiben crecimiento e inducen apoptosis en líneas celulares de cáncer colorrectal sin 
importar la presencia de la mutación en Ras [37]. 
Diversos estudios incluyen la adición de compuestos de la vía del mevalonato, como el 
GGPP, el FPP y hasta el mismo mevalonato, con el fin de conocer la especificidad del 
efecto y si los efectos solo se deben a la supresión de isoprenoides. Así, en varias líneas de 
cáncer de colorrectal se encontró que la adición de GGPP puede revertir la apoptosis 
inducida por estatinas, mientras que el FPP no, indicando que probablemente proteínas 
de la familia Rho están involucradas en estos fenómenos[37] 
En otras líneas celulares se encontraron resultados similares. Un número de estatinas 
(especialmente las hidrofóbicas) inhiben la proliferación in vitro de células de cáncer de 
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mama (incluyendo aquellas negativas para el receptor de estrógeno y células con vías de 
señalización con Ras o ERBB2 activadas)[13]. 
Otros estudios en líneas celulares de cáncer de mama y neuroblastoma indican que la 
inhibición del proteosoma puede ser una actividad de las estatinas, independiente de la 
HMG-CoA reductasa. Estudios in vivo en modelos de ratones con tumor demostraron que 
la lovastatina y la simvastatina pueden disminuir la formación de tumor e inhibir la 
metástasis [38, 47]. En estudios realizados por Tomiyama  en la línea celular de leucemia, 
HL-60, mostraron que entre las estatinas empleadas, simvastatina resultó ser la de mayor 
toxicidad, seguida por la atorvastatina, la cerivastatina, y por último la fluvastatina. Este 
resultado se repite en la línea celular HL-60-R2 resistente a todos los ácidos retinoicos. 
Asimismo, la cascada de Ras GTPasas, puede causar apoptosis en la línea de linfocitos 
IM-9 [48]. 
 
Zhuang y colaboradores demostraron que la simvastatina, al disminuir la síntesis de 
colesterol, inhibe la vía de señalización de supervivencia PI3K/Akt, en la línea celular de 
cáncer de próstata LNCaP. La disminución en la fosforilación de Akt dependiente de la 
dosis de simvastatina, es reversible con el restablecimiento de los niveles de colesterol 
normales [49] . En un estudio similar, Li et al mostraron que la depleción de colesterol 
indujo una regulación negativa de Bcl-xL, así como la inactivación de Akt en células de 
cáncer de mama y cáncer de próstata, en comparación a líneas celulares no cancerosas. En 
este mismo estudio se observó una activación del receptor del factor de crecimiento 
epidermal (EGFR), de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) y de la 
proteína Src después de la supresión de colesterol [50]. 
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En cáncer de pulmón de células pequeñas, la simvastatina indujo apoptosis después de un 
estímulo con factores de crecimiento, así como también inhibió el crecimiento del tumor in 
vivo. Asimismo,  la activación constitutiva de la vía MAPK fue suficiente para rescatar a 
las células de los efectos de la simvastatina, y aunque no alteró la activación de c-Kit ni 
su localización en las balsas lipídicas, sí disminuyó los niveles de proteína de Ras y su 
localización en la membrana [51]. Se demostró con anterioridad que RhoA es uno de los 
blancos intracelulares de las estatinas, lo cual explicaría el efecto del medicamento en el 
ciclo celular y motilidad [52]. 
La simvastatina es capaz de reducir los niveles de proliferación, arresto en el ciclo celular 
así como la inhibición de localización en la membrana plasmática de RhoA, efectos que 
puede revertirse con Geranilgeranil pirofosfato (GGPP), lo cual indica que la simvastatina 
interviene en el mecanismo de supervivencia de células linfoblastoides resistentes a 
apoptosis[13].  
En células de cáncer pancreático, las estatinas logran disminuir la invasión inducida por 
EGF. A su vez, se determinó que además de la reducción en la invasión, las estatinas  
tienen un efecto en la localización de RhoA; disminuyen la translocación inducida por 
EGF, de la fracción citosólica a la membrana de RhoA, efecto reversible con la adición de 
trans-geranilgeranioles [53] . 
En este mismo tipo de cáncer, Gbelcova et al mostraron en un estudio reciente el efecto de 
las estatinas en la viabilidad de las células, así como en otros modelos in vivo de ratones 
xenotransplantados con células de adenocarcinoma pancreático CAPAN-2, encontrando 
que entre las estatinas empleadas, la simvastatina tiene el mayor efecto supresor de 
tumor. Asimismo también se observó que todas las estatinas estudiadas (pravastatina, 
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atorvastatina, simvastatina, lovastatina, cerivastatina, rosuvastatina y fluvastatina) 
inhiben la translocación de la proteína Ras [54] .  
En cuanto a las propiedades antimestastásicas de las estatinas, se han realizado también 
estudios que muestran que se reduce la expresión y la actividad enzimática de la 
metaloproteasa-9 (MMP-9) después del tratamiento con lovastatina en células NIH-3T3. 
Además de estos trabajos, varios autores reportan que las estatinas  disminuyen la 
habilidad de las células para adherirse a la matriz extracelular [55]. 
 
En la Tabla 1 se encuentran algunos de los estudios realizados en la materia y resumidos 
algunos de los hallazgos encontrados. 
Las estatinas también pueden modular la diferenciación de  linfocitos T in vivo e in vitro, 
produciendo un cambio de un perfil pro-inflamatorio de TH1a anti-inflamatorio TH2. La 
atorvastatina puede inducir la fosforilación del transductor de señales y activador de 
transcripción  6 (STAT6), y la secreción de citoquinas de TH2, al mismo tiempo que 
inhibe la fosforilación de STAT4 y la secreción de citoquinas de TH1. La activación de NF-
κB promueve el desarrollo de TH1, y puede también ser inhibido por la atorvastatina. En 
ensayos in vitro, altas concentraciones de estatinas también interfieren con las funciones 
de los linfocitos, al disminuir la membrana de colesterol y romper la integridad de las 
balsas lipídicas[13]. 
Entre las evidencias moleculares se ha encontrado también que las estatinas pueden actuar 
de forma directa o indirecta, ya sea inhibiendo la HMGCoA reductasa y corriente abajo, 
la geranilgeranilación de proteínas, o uniéndose  directamente a proteínas como el 
antígeno asociado a la función de linfocitos 1 (LFA1). Al unirse a esta integrina, la 
I n t r o d u c c i ó n   | 20 
 
lovastatina modifica la conformación de la proteína haciendo imposible su interacción con 
la molécula de adhesión intracelular 1(ICAM1), lo cual se repite para la simvastatina y la 
mevastatina [56]. 
En un estudio independiente se demostró que las estatinas interfieren con la formación de 
vasos sanguíneos en modelos in vivo e  in vitro de angiogénesis, éste último con una 
matriz 3D de colágeno, en el que la formación de tubos, dependiente de RhoA se ve 
inhibida tanto por simvastatina como por mevastatina, al interferir con la 
geranilgeranilación y localización de membrana de RhoA, afectando las vías de 
señalización dependientes de esta proteína [57]. 
También se han reportado efectos sinergísticos en el tratamiento con estatinas y otros 
agentes quimioterapéuticos como cisplatino, 5-fluorouacil y doxorrubicina en experimentos 
in vitro en líneas de cáncer de colon, en donde el pretratamiento con lovastatina 
incremente la apoptosis inducida por estos agentes [58]. Así, varios autores concluyen que 
las estatinas solas no son agentes anticancerígenos efectivos, sino en combinación con 
otros medicamentos citotóxicos, aumentando la efectividad de los mismos [59]. 
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Tabla 1 Resultados In Vitro De Las Estatinas En Diferentes Células De Cáncer 
 
 
 
Tipo de cáncer/ 
tumor 
Línea celular Resultados obtenidos Referencia 
Próstata LNCaP 
Lovastatina (30µM) indujo apoptosis, por medio de la 
caspasa 7 y no de caspasa 3, efecto evidente después de 
las 48 horas, efecto que fue bloqueado con la adición de 
mevalonato 
[44] 
Mama 
MCF-7 y 
MDA-MB 231 
Todas las estatinas empleadas (atorvastatina, 
fluvastatina, lovastatina, pravastatina, y simvastatina) 
excepto la pravastatina inhibieron significativamente la 
proliferación de ambas líneas celulares de forma 
dependiente de la dosis y la potencia fue mayor en el caso 
de las células sin receptor de estrógeno. En MCF-7, en 
presencia de estradiol, las estatinas tuvieron efectos 
antiproliferativos hasta un 25% con 10µM 
[60] 
MCF-7 y 
MDA-MB 231 
La cerivastatina disminuye la proliferación e invasividad 
de células MDA-MB-231, con un efecto mucho menor en 
las MCF-7, relacionado  con RhoA mientras que Ras tuvo 
un papel secundario 
[61] 
Páncreas 
ASPC-1, 
PANC-1 y 
MIA PaCa-2 
La fluvastatina y la lovastatina disminuyen los niveles de 
invasión inducida por EGF de las células de cáncer de 
páncreas, así como el efecto de EGF en la proliferación, a 
pesar de no tener efecto por si solo en dosis de 0-15µM 
[62] 
Pulmón A549 
Simvastatina disminuye la proliferación de células de 
forma dependiente de la dosis (5µM-100µM). También se 
encontró que la simvastatina induce apoptosis, al inducir 
el rompimiento de PARP, caspasa-8 y -3, pero no de la 
caspasa-9, al tratar las células con simvastatina 20µM por 
48 horas. Esto demuestra que el receptor de Muerte 
(Death receptor) juega un papel importante en la 
apoptosis inducida por simvastatina 
[63] 
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Estudios clínicos 
Alrededor del mundo se han realizado estudios clínicos a diferentes poblaciones, tratando 
de encontrar la relación entre el cáncer y el consumo de estatinas, de acuerdo al tipo de 
pacientes y al tipo de cáncer.  
La frecuencia incrementada del cáncer en pacientes tratados con estatinas fue 
incidentalmente notado en las fases tempranas de ensayos clínicos, sugiriendo que las 
estatinas podrían ser carcinogénicas. Estos estudios estaban diseñados para evaluar la 
reducción en el riesgo cardiovascular y en la mayoría de los casos, la incidencia del cáncer 
no fue estadísticamente significativa. En otro estudio se encontró que los usuarios de 
estatinas eran un 28% menos propensos a ser diagnosticados con cáncer que los usuarios 
de resinas se unión a ácidos biliares [4].   
En varios estudios epidemiológicos con bases de datos muestran que las estatinas reducen 
significativamente la incidencia general del cáncer (14-28%). También se encontró en estos 
estudios  
riesgos de cáncer reducidos en el desarrollo de cáncer colorrectal, de mama, piel y 
próstata, en cuyo caso, se encontró una reducción aun mayoría para el riesgo de 
enfermedad metastásica y fatal[13]. 
En  un estudio conducido por el sistema de Asuntos de Veteranos mostro que el uso de las 
estatinas está significativamente asociado inversamente con el cáncer de próstata de alto 
grado y  la reducción aumentó con el uso prolongado de las estatinas. El estudio 
epidemiológico del cáncer colorrectal realizado en Israel demostró una reducción 
significativa del 47% con respecto a los controles en el riesgo de desarrollo de cáncer 
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colorrectal. Asimismo,  la exposición corta a estatinas no se asocio con el riesgo de 
adenoma colorrectal [64].  
 
Estudios observatorios indican que las estatinas no incrementan el riesgo de cáncer de 
mama, pero los resultados son algo confusos. En un estudio realizado en Canadá entre 
1989 y 1997 en donde mujeres tomaron estatinas por 4 años o mas mostraron una 
reducción significativa del 74% de desarrollar cáncer de mama, mientras que en un estudio 
realizado en Estado Unidos mostro que las usuarias de estatinas tenían un riesgo reducido 
significativo del 72% de desarrollar cáncer de mama [19, 65]. Otro estudio recogido entre 
pacientes de hospital encontró un incremento de 1.2 veces  en el riesgo de pacientes de 
desarrollar cáncer de mama invasivo entre las usuarias de estatinas[66] . 
 
Graaf et al encontraron en un estudio realizado a 3129 pacientes, comparados con 16976 
casos control, que el riesgo de cáncer se reduce en un 20%, cuando el paciente ha tenido 
tratamiento con estatinas por lo menos por 4 años [67]. En otros reportes también se 
asociaron las estatinas a una reducción en el riesgo de cáncer de pulmón, páncreas y 
esófago, así como también de linfoma de no Hodgkin[4].  
 
El estudio de estatinas en animales incluye muchos modelos en ratones, en los cuales se 
encontró una reducción en una incidencia de tumor en un 30-67%. La lovastatina inhibió 
la propagación de células de cáncer de colon trasplantadas a ratón, indicando que las 
estatinas también tienen efectos antimetastásicos [13]. 
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Las estatinas se han combinado exitosamente con otros medicamentos convencionales para 
la quimioterapia como dexametasona, lo que ocasionó una inhibición de crecimiento en 
líneas celulares de mieloma RPMI-8226 y U266, efecto potenciado por la lovastatina [68]. 
También en las líneas celulares de leucemia K-562 y HL-60 se observó un aumento en 
apoptosis al tratar las células con lovastatina y paclitaxel [69]. Cuando se trataron las HL-
60 con compactina (mevastatina) y ácido trans-retinoico el porcentaje de células 
diferenciadas incremento del 34.9% a 73%. Este efecto se revertió con GGPP y 
parcialmente con mevalonato [70]. Una línea celular de rabdomiosarcoma, RD, mostró 
cambios morfológicos y una disminución en la viabilidad después del tratamiento con 
lovastatina o simvastatina, y cuando se trataron con simvastatina y doxorrubicina se 
observo un incremento sinergístico en la apoptosis[71]. 
1.3.2. Osteosarcoma  
El osteosarcoma es el tumor primario más común y la segunda causa relacionada con cáncer 
en jóvenes y niños [72]. Es un tumor del esqueleto caracterizado por la formación directa de 
hueso inmaduro [73]. Es histológicamente diverso y proviene de células de linaje 
osteoblástico con muchas variaciones. Dependiendo de sus características, puede clasificarse 
como osteoblástico, condroblástico y fibroblástico [74]. El osteosarcoma puede ser similar a 
los osteoblastos en todas sus etapas de maduración, desde la muy primitiva célula 
mesenquimal similar a las células madre hasta los osteocitos bien diferenciados. La 
característica principal del osteosarcoma es la producción de osteoide de parte de las células 
tumorales y presenta con frecuencia metástasis a distancia, típicamente a pulmón [75]. 
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La etiología del osteosarcoma es desconocida y aunque se sugirió un origen viral, debido a 
que en algunos animales se pudo inducir por la inyección de extractos de osteosarcoma 
libres de células, el único agente conocido que causa osteosarcoma es la radiación 
ionizante,  implicada en 2% de los casos de osteosarcoma [73].  
 
En general, el 80 al 90% de los casos de osteosarcoma ocurre en huesos tubulares largos, 
en particular en el fémur y la tibia. El esqueleto axial es raramente afectado, pero ocurre 
con más frecuencia en adultos jóvenes que en niños o adolescentes. El 75% de los 
pacientes se encuentran entre los 15 y los 25 años, siendo la segunda causa de muerte 
relacionada con cáncer en jóvenes y niños. Representa el 15% de todos los tumores 
primarios en hueso y el 0,2% de los tumores malignos en niños [73].  
 
La incidencia del osteosarcoma ha aumentado en un 1,4% por año en los últimos 25 años 
y en Colombia, hasta el año 2002 se reportó que el 74% de los casos de tumores óseos en 
pacientes mayores de 10 años  fue de osteosarcoma [76, 77]. La edad media de un paciente 
de osteosarcoma es 16 años, con predominancia masculina, durante la etapa de mayor 
crecimiento[73]. La mayor incidencia del osteosarcoma se da en la segunda década de vida, 
con un máximo más pequeño en personas mayores de 50 años. En Europa el 0.3% de 
todos los casos de cáncer ocurren en adolescentes entre 15-19 años, de los cuales los tipos 
de tumores más frecuentes son sarcomas, carcinomas y linfomas [78]. Casi todos los casos 
de osteosarcoma de alto grado tienen un pronóstico pobre, siendo del 10-20% de los casos 
de metástasis detectable y sólo el 10% de los pacientes con osteosarcoma logran un 
intervalo de vida largo libre de enfermedad [72]. 
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A pesar de las mejoras en el tratamiento del osteosarcoma, que incluyen cirugía antes y 
después de la quimioterapia, aún uno de cada tres pacientes desarrolla metástasis a 
pulmón, siendo ésta la mayor causa de muerte por esta enfermedad [72]. El tratamiento de 
la enfermedad se realiza dependiendo del grado de desarrollo. La cirugía sin ayuda de 
quimioterapia en el caso de pacientes con osteosarcoma localizado falla en un 85-90% de 
los casos y se ha reportado que la tasa de supervivencia de 5 años sin enfermedad, después 
de cirugía es del 12%[74]. 
 Las mejoras en este procedimiento se obtienen al realizar un tratamiento de 
quimioterapia pre y post operativo. Esta clase de tumores es resistente a la radiación a las 
dosis estándar, razón por la que la radioterapia solamente se emplea en casos donde la 
cirugía no puede realizarse[73].  
Algunos de los medicamentos que se usan más ampliamente en el tratamiento del 
osteosarcoma son Metotrexato (HDMTX), Cisplatino (CDP), Adriamicina (ADM) e 
ifosfamida (IF), generalmente usados en combinaciones [73]. La resección completa del 
tumor por medio de cirugía es indispensable para el éxito del tratamiento. Hoy en día el 
80-90% de los casos con cirugía no requieren amputación [73]. El osteosarcoma hace 
metástasis  local a otros sitios dentro del hueso,  aunque es mas común la metástasis a 
pulmón, por lo que es el órgano que más se analiza para verificar la metástasis del tumor 
.Una vez ésta ha ocurrido, la cirugía es indispensable [73, 79]. Los mayores retos para el 
tratamiento de osteosarcoma hoy son proveer terapias alternativas, que sean efectivas 
incluso para pacientes en estado metastásico desde el diagnóstico inicial [75]. 
Hasta ahora se han encontrado algunas predisposiciones genéticas, siendo el 
retinoblastoma hereditario la más fuerte. En pacientes con retinoblastoma, el 
osteosarcoma ocurre 500 veces más frecuentemente que en la población general. Estudios 
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en niños con osteosarcoma reveló que del 3-4% tienen una mutación germinal en p53 [73]. 
El gen de esta proteína es uno de los más importantes en la tumorogénesis del 
osteosarcoma, también involucrada en el arresto del ciclo celular en caso de daño al DNA, 
e iniciación de la apoptosis, pero se ha mostrado que el estado funcional de p53 no es un 
factor pronóstico para la respuesta a la quimioterapia en el osteosarcoma [75]. 
 
Otras proteínas que se han encontrado expresadas de forma creciente en tumores de 
osteosarcoma comparadas con osteoblastos normales humanos,  son  RECQL4, SPP1, 
RUNX2, y IBSP y decreciente de DOCK5, CDKN1A, RB1, P53, y LSAMP. La expresión 
incrementada de Runx2 se asoció con una baja respuesta a quimioterapia. Una alta 
expresión del inhibidor del ciclo celular p21/WAF también se ha propuesto como 
indicativo de peor pronóstico [79].  
 
Hasta el momento, el mecanismo de la regulación de la invasión y la metástasis en 
osteosarcoma es limitado. Aun así, hay reportes que demuestran que el incremento en la 
expresión de la metaloproteasa de matriz 9 (MMP-9) se ha correlacionado con un fenotipo 
metastásico de osteosarcoma, así como también un pronóstico débil se ha relacionado con 
la expresión de MMP-1. Asimismo, los niveles de los inhibidores de MMPs, como el 
inhibidor de metaloproteasa de tejido 1 (TIMP-1) y RECK han demostrado que se 
correlacionan inversamente con los niveles de invasión de las células de osteosarcoma.  El 
activador de plasminógeno de uroquinasa, uPA regula incrementando la expresión de 
MMP, mostrando una relación inversa entre la expresión de uPA y la metástasis en un 
modelo animal y puede ser un candidato pronóstico en osteosarcoma humano [75]. Ezrina 
y Fas también se han  vinculado a la metástasis de osteosarcoma. La señalización 
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deficiente de Fas puede permitir a las células de osteosarcoma evadir la resistencia del 
huésped en el pulmón [80]. Adicionalmente, la sobrexpresión del ligando de Notch y 
receptores, limita la diferenciación celular osteoblástica y osteoclástica de sus células 
precursoras. La presencia del receptor de Notch se ha reportado en osteosarcoma, aunque 
la función de esta vía de señalización en osteosarcoma no esta del todo esclarecida [80]. 
1.3.3. Vía JAK/STAT 
La vía de señalización JAK/STAT se caracteriza por ser una de las que con muy pocos 
miembros, logra transmitir señales desde el exterior de la célula al núcleo, activando la 
transcripción de genes[55].   
Un gran número de poli péptidos que señalizan extracelularmente interactúa con 
receptores celulares, activando esta vía de señalización. Entre los ligandos están Interferón 
(IFN)-α, β y γ las Interleuquina 2 a la 7, 10, 13, 15, la eritropoyetina, hormona de 
crecimiento, prolactina, trombopoyetina, entre otros[81]. Éstos emplean la vía de 
señalización para controlar una gran variedad de respuestas biológicas como el desarrollo, 
la diferenciación, proliferación y supervivencia celulares[82]  
 
Los ligandos externos son reconocidos por miembros de la familia de receptores 
transmembranales que tienen un dominio extracelular de unión a ligando y un dominio 
citoplasmático que en algunos casos tiene actividad tirosina quinasa. .  Las citoquinas son 
importantes reguladores de varios procesos biológicos entre ellos la proliferación, 
diferenciación, migración celular y apoptosis. También están involucradas en funciones del 
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sistema inmune  y de células del sistema circulatorio, en procesos inflamatorios así como 
en el desarrollo hematopoyético y embrional del organismo[83].  
 
Los receptores activados por ligandos que catalizan la fosforilación incluyen receptores con 
actividad tirosina quinasa intrínseca, como el EGFR, así como también receptores que 
carecen de actividad tirosina quinasa intrínseca y que tienen asociadas las proteínas JAK 
(Janus quinasas) de forma no covalente. Los receptores son entonces fosforilados en 
residuos de tirosina en su dominio intracelular, lo que crea sitios de reconocimiento para 
señalización de proteínas con homología a Src 2 (SH2) [84].  
La familia de proteínas JAK en mamíferos incluyen 4 proteínas tirosina quinasa de 
aproximadamente 1200 aminoácidos (JAK1, JAK2, JAK3 y Tyk2) caracterizadas por 
dominio catalítico de tirosina quinasa, en el extremo C-terminal junto al dominio 
pseudoquinasa.  La fosforilación de la quinasa es la primera de las tres fosforilaciones que 
culminan en la activación de STAT (Figura 5)[81]. Su activación produce el reclutamiento 
de las proteínas transductoras de la señal y activadoras de transcripción (STATs). Estas 
proteínas cuentan con un sitio de fosforilación en tirosina, así como un dominio SH2 de 
unión a fosfotirosina, un dominio de unión al DNA y varios dominios de interacción 
proteína-proteína [85, 86] . Las JAKs no parecen tener especificidad de sustrato de STAT. 
Diferentes receptores pueden activar la misma STAT al fosforilar la misma tirosina, pero 
por medio de la activación de diferentes JAKs; esta especificidad parece estar dada por la 
interacción específica entre la STAT y el receptor [85]. 
Las diferencias en los dominios SH2 de las diferentes STATs determinan la selectividad de 
unión de STAT a varios receptores de citoquinas[86] . Se conocen 7 proteínas de esta 
familia, STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b y STAT6. Las proteínas de 
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esta familia tienen un residuo de tirosina conservado cerca del extremo C-terminal que es 
fosforilado por JAK. Las primeras proteínas STAT que se describieron, están asociadas a 
la transducción vía IFN-γ [85].  
Una vez se han fosforilado, las STATs se dimerizan y se trastocan al núcleo donde regulan 
la transcripción génica, razón por la que las estas proteínas son consideradas como factores 
de transcripción citoplasmáticos latentes. En el caso de IFN-α/β, se forman heterodímeros 
de STAT1/STAT2 que se unen a elementos de repuesta estimulados por IFN (ISRE). 
Asimismo, los dímeros de STAT se unen a secuencias activadas por IFN-γ (GAS). De esta 
forma la vía JAK/STAT proporciona un mecanismo que transduce una señal extracelular 
en una respuesta transcripcional [87]. Hay suficiente variedad en las secuencias de 
aminoácidos y su distribución especifica en tejidos que explica la diversidad de roles que 
juegan las proteínas STAT en la señalización extracelular[85].  
STAT1 juega un papel muy importante en arresto del ciclo celular, promoción de 
apoptosis y está implicado como supresor de tumor, mientras que STAT3 y 5 promueven 
la progresión del ciclo celular, transformación celular y previenen la apoptosis. De hecho, 
en trabajos realizados anteriormente, se demostró que una proteína STAT3 modificada 
(cisteínas insertadas en la región 7SH2) puede dimerizarse espontáneamente, generando 
células transformadas que a su vez pueden generar tumores en ratones [88]. 
 
Una de los ligandos mas importantes que emplean esta vía de señalización es la hormona 
de crecimiento. Es un polipéptido de 22kDa producido primariamente en la glándula 
pituitaria. Estructuralmente comprende 4 módulos helicoidales con bucles de diferentes 
longitudes, estructura que en general comparte con un grupo grande de citoquinas[89]. Su 
receptor, GHR, es una glicoproteína con un único dominio transmembranal, uno 
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extracelular de unión al ligando, y un dominio citoplasmático de 350 residuos. La 
iniciación de la señalización de GH requiere la unión del ligando a dos monómeros del 
receptor, causando un cambio en la conformación del dímero del receptor, una relación 
estequiométrica de 1:2 [89, 90]. Una vez se forma el complejo de ligando receptor, las 
tirosina quinasas JAK2, unidas a cada monómero del receptor en su dominio 
citoplasmático, se unen transactivándose y activando el receptor, haciendo posible la 
señalización corriente abajo. Los residuos de tirosina fosforilados del receptor actúan como 
puntos de reclutamiento para proteínas con dominios SH2, como la STAT5, fosforilada 
también por JAK2 al unirse al receptor en respuesta a GH[89] . 
 
 
 
I n t r o d u c c i ó n   | 32 
 
Figura 5 Vía de señalización JAK/STAT. Tomado y Modificado de [86, 91] 
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1.3.3.1. Proteínas SOCS 
La regulación de la vía JAK/STAT se realiza por proteínas inducidas por las proteínas 
STAT y se conocen 3 mecanismos de regulación. . El primero es por medio de fosfatasas, 
las cuales contienen un dominio homología Src-1, y que revierten la fosforilación llevada a 
cabo por las quinasas de esta vía de señalización. La segunda es a través de la familia de 
proteínas inhibidoras de STAT activadas (PIAS), cuya asociación a STATs impide su 
unión al DNA y por lo tanto su actividad transcripcional. De hecho, el proceso de 
sumoilación se ha relacionado con la represión de la actividad de STAT mediada por 
PIAS. Por último, las proteínas supresoras de la señalización inducida por citoquinas 
(SOCS) se unen por su dominio SH2 a los residuos de fosfotirosina de los receptores de 
citoquinas o a las JAKs, suprimiendo la señalización de citoquinas ya sea por unión e 
inhibición de la actividad de JAK, por competencia con STAT por el sitio de unión en el 
receptor, o marcando las proteínas de la vía de señalización para degradación proteosomal. 
La expresión de los genes SOCS puede estimularse por las mismas citoquinas que 
aumentan la activación de STAT, de manera que las SOCS actúan en un sistema de 
retroalimentación negativo .[92] 
La familia de las proteínas SOCS contiene 8 miembros: SOCS 1-7 y CIS (proteína SH2 
inducida por citoquinas). Todas ellas contienen 3 dominios: un dominio N-terminal de 
longitud variable que no está muy conservado entre los miembros, un dominio SH2, 
requerido para la interacción con los residuos de fosfotirosina, mientras que en el extremo 
C-terminal está el dominio altamente conservado de la caja SOCS [86].  
La regulación de SOCS en la vía JAK/STAT se lleva a cabo con la inhibición de los 
efectores de la vía JAK/STAT, ya sea por medio de la unión de SOCS al receptor o a 
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JAK, bloqueando el reclutamiento de proteínas y la actividad quinasa de JAK. Las SOCS 
también pueden interactuar con el complejo de elonguina BC y con culina 2, facilitando la 
ubiquitinación de JAKs y también probablemente del receptor. Esta interacción parece 
estar mediada por la caja SOCS, la cual se ha visto que se asocia a las elonguinas B y C, 
lo que sugiere que las SOCS pueden inhibir la señalización al actuar como adaptores para 
el complejo E3 Ubiquitina ligasa. Se ha demostrado que SOCS-1 marca para degradación 
la proteína TEL-JAK, una proteína de fusión con actividad JAK2 constitutiva, así como 
JAK2 de tipo silvestre [86]. 
CIS fue el primer miembro identificado se esta familia. Se ha visto que CIS y SOCS-2 se 
unen a residuos fosforilados del receptor de citoquina. Esto genera una competencia por 
los sitios de unión en donde se reclutan las proteínas STAT. En el caso de SOCS-1 y 
SOCS-3 pueden inhibir la actividad de JAK ya que constan de un dominio en el N-
terminal que funciona como pseudosustrato al actuar como inhibidor de quinasas. Se ha 
propuesto que SOCS-1 se une directamente al sitio de activación de JAK por medio de su 
dominio SH2, SOCS-3 se une al receptor de citoquina por medio de su dominio SH2. CIS 
se ha encontrado consistentemente como regulador de la respuesta de citoquinas mediada 
en particular por STAT5 y se conoce que es un importante regulador de factores de 
crecimiento hematopoyéticos, IL-3 y trombopoyetina, mientras que SOCS-2 se une al 
receptor de GH, inhibiendo la actividad de STAT5 inducida por GH. Ratones deficientes 
en SOCS-3 mueren durante el desarrollo embrionario, mostrando el papel esencial que 
juega en el desarrollo placentario [92].  
 
Adicionalmente, se ha encontrado que estas proteínas y su desregulación están implicadas 
en enfermedades como el cáncer. Se ha visto que una reducción de la metilación de DNA 
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de SOCS-1 en células de mieloma y leucemia. Por otra parte, la hipermetilación de SOCS-
3 se ha observado en canceres de pulmón. Estas mutaciones y las desregulaciones de las 
proteínas SOCS pueden resultar en una degradación deficiente de JAK y a su vez una 
activación permanente de la vía JAK/STAT, razón por la que constituyen un grupo 
importante de proteínas blanco en la terapia contra el cáncer. De hecho, en 
investigaciones en el tema se encontró que un péptido similar interactúa con el sitio de 
autofosforilación de JAK, inhibiendo la actividad de IFN-γ. También se observó que el 
mismo péptido inhibe la proliferación de líneas celulares de cáncer de próstata que 
mostraban STAT3 constitutivamente activo. [92] 
1.3.3.2. Interacción con otras vías de señalización 
A pesar de ser una vía de señalización relativamente simple, sus interacciones con otras 
vías la hacen más compleja de lo que parece. Hasta el momento las interacciones mejor 
caracterizadas de la vía JAK/STAT son con la vía de Ras/MAPK. Dado que las tirosinas 
fosforiladas sirven como sitios de anclaje de las proteínas STAT, otras proteínas de anclaje 
con dominios SH2 pueden unirse a los receptores de citoquinas, activando otras vías de 
señalización. Entre estas proteínas está SHP-2 y Shc, la cual recluta a la proteína 
adaptadora GRB2  y estimula la cascada de Ras. De esta misma forma ocurre el 
reclutamiento del sustrato del receptor de insulina (IRS) y p85, lo cual conlleva a la 
activación de la vía PI3-K. 
Otro mecanismo mediante el cual las JAK/STAT promueven la activación de Ras es a 
través de SOCS-3, ya que ésta se une a un regulador negativo de la vía Ras, RasGAP, 
reduciendo su actividad, activando la vía Ras.  
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Los receptores tirosina quinasa promueven la actividad de la vía JAK/STAT, al activar 
STAT de forma independiente de JAK, como es el caso del EGFR, y también al activar la 
vía de señalización de MAPK, la cual fosforila específicamente una serina de la mayoría de 
las STATs. La Ser727 ha tenido una atención particular como sitio de fosforilación de 
MAPK. Esta fosforilación aumenta la activación transcripcional por STAT. 
Adicionalmente, la activación transcripcional de las STATs se puede ver alterada por su 
asociación con factores y cofactores regulados por otras vías de señalización. 
En otro trabajo se encontró que Tyk2 co-inmunoprecipitó con el receptor del factor 
activador de plaquetas (PAFR), independiente de unión de ligando. Este receptor es un 
receptor acoplado a proteína G, y entre sus blancos de activación se encuentran fosfolipasa 
Cγ y Cβ, así como también PI3K en varios tejidos y líneas celulares. En el reporte 
presentado por Lukashova también se mostró que el PAF estimula la fosforilación de 
STAT1, STAT2, STAT3 y STAT5.  
1.3.3.3. La vía JAK/STAT en cáncer 
Dada la importancia de las proteínas STAT en procesos de crecimiento y proliferación, los 
cuales se ven perturbados en enfermedades como el cáncer, es de esperarse que esta vía de 
señalización se vea implicada en oncogénesis.  En estudios previos se observó que la 
expresión genética de SOCS es alterada en muestras de cáncer de mama, en donde SOCS-
3 se relaciona con la metástasis a nódulos linfáticos. 
En muchas líneas de cáncer y en tumores, se ha visto que las proteínas STAT juegan un 
papel muy importante en la transformación celular, siendo notable su fosforilación 
prolongada y su activación persistente [2]. Asimismo, una alteración de la vía de 
señalización de las citoquinas tiene otras consecuencias con respecto al sistema inmune y 
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el sistema sanguíneo, afectando su desarrollo y funciones, incluyendo producción excesiva 
y activación de poblaciones específicas celulares. Entre las enfermedades relacionadas con 
alteraciones en la señalización de citoquinas están la deficiencia inmune severa combinada 
(SCID), la enfermedad de Crohn, asma, enfermedad sistemática autoinmune (SLE), 
leucemias y linfomas, síndrome de Hodgkins, y enfermedad asociada a Virus 
Inmunodeficiencia Humana (VIH)  [93].  
En muchas líneas celulares de cáncer y tumores se encuentran con frecuencia desreguladas 
las proteínas STAT, mostrando casos de activación persistente en la fosforilación de 
tirosina, en STAT1, STAT3 y STAT5. STAT1juega un rol importante en el arresto 
celular, promoviendo la apoptosis, mientras que las STAT3 y STAT5 están involucradas 
en la progresión del ciclo celular, transformación celular y previniendo la apoptosis. [88]. 
Por ello, la vía de señalización JAK/STAT es uno de los blancos mas promisorios en la 
terapia contra el cáncer.  
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1.4. Objetivos 
1.4.1. Objetivo General 
Identificar los mecanismos moleculares de acción de las estatinas sobre la vía de 
señalización JAK/STAT/SOCS activada por la hormona de crecimiento (GH) y sus 
implicaciones funcionales a nivel de proliferación, migración y supervivencia celular en 
líneas celulares de cáncer. 
1.4.2. Objetivos Específicos 
• Determinar los efectos de las estatinas sobre la proliferación, migración y supervivencia 
celular en células de osteosarcoma de rata, con y sin el estímulo de la hormona de 
crecimiento. 
• Identificar los blancos de acción de las estatinas mediante el análisis del estado de 
activación de las vías de señalización  moduladas por la hormona de Crecimiento. 
• Diferenciar perfiles de expresión de genes en células de osteosarcoma estimuladas con 
hormona de Crecimiento en presencia y ausencia de simvastatina. 
• Establecer los perfiles diferenciales de expresión de proteínas en células de 
osteosarcoma estimuladas con hormona de Crecimiento en presencia y ausencia de 
estatinas, mediante electroforesis bidimensional. 
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2. Materiales Y Métodos 
2.1. Materiales 
La simvastatina fue comprada de Sigma, USA. Los anticuerpos anti-STAT5 (Stat5 (C-17) 
Antibody: sc-835), antiSTAT1 (Stat1 p84/p91 (B-9) Antibody: sc-271661), anti-pSTAT5 
(p-Stat5 (Tyr 694/Tyr 699) Antibody: sc-11761), anti-pSTAT1 (p-Stat1 (Tyr 701) 
Antibody: sc-135648) y anti- SOCS-3 fueron obtenidos de SantaCruz. La GH recombinante 
bovina (rbGH) fue obtenida de National Hormone and Pituitary Program (NHPP), USA 
2.2. Cultivo Celular 
La línea celular UMR-106 es una derivada de osteosarcoma clonal de rata inducida por 
inyección de fósforo radioactivo(32P) [94]; MCF-7 es una línea celular aislada de una 
paciente de adenocarcinoma de mama y fue establecida en 1973 [95]. Las células BRL-4 son 
provenientes de células de hepatocitos de rata transfectadas con cDNA en un vector de 
expresión del receptor de GH de rata [96, 97]. Estas líneas celulares se cultivaron en medio 
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium). Por su parte, la línea celular LNCaP fue 
aislada de una biopsia de un paciente con carcinoma metastásico de próstata [98] y se 
cultivó en medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute )-1604. Todas las células fueron 
cultivadas en medios suplementados con suero fetal bovino (SFB) al 10%, glutamina 2mM, 
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penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100μg/mL. Las células se mantuvieron a 37ºC en 
atmósfera húmeda y dióxido de carbono al 5%. La simvastatina fue disuelta en una solución 
de etanol al 1% a una concentración de 100µM. Para el tratamiento con la simvastatina, el 
medio de cultivo se cambió a medio fresco que tenía la simvastatina en la concentración 
indicada (0-30µM). La simvastatina se preparó previamente en su forma activa, en etanol 
1%. La concentración final del vehículo en todos los casos fue de 0,01%. Para los ensayos 
con hormona de crecimiento (GH), se empleó hormona de crecimiento recombinante bovina 
(rbGH) y las células se privaron de SFB por 8 horas con o sin simvastatina antes de la 
adición de GH a una concentración final de 50nM en PBS. 
2.3. Ensayos de viabilidad celular 
La viabilidad de las células se midió mediante el ensayo de MTT, midiendo la reducción 
mitocondrial de la sal de tetrazolio  bromuro de 3-(4,5-metiltiazol-2ilo-)-2,5difenil-tetrazolio 
[99]. Las líneas celulares UMR-106, MCF-7, BRL-4 y LNCaP fueron cultivadas a una 
densidad de 20000 células por pozo, en una caja de cultivo de 96 pozos en medio 
suplementado con SFB al 10%. Después de 24 horas, las células se trataron con diferentes 
dosis de simvastatina desde 0.03μM hasta un máximo de 10μM o 30μM, dependiendo de la 
línea celular a 0, 24, 48 y 72 horas. Luego, una solución de MTT (0.5 mg/mL), preparada 
en el medio de cultivo, se añadió a los pozos correspondientes por cuatro horas y se incubó 
a  37ºC en la oscuridad. El medio se descartó y el precipitado con los cristales de formazán 
se solubilizó en una solución de SDS al 20% y HCl 0.02N por 16 horas. La densidad óptica 
se midió a 595nm en el  iMark Microplate Reader (BioRad, USA). Los datos se expresan 
como porcentajes de crecimiento sobre los niveles en los controles y los resultados en las 
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figuras se graficaron como promedios ± SEM de cada punto de 3 replicados. La IC50 se 
determinó realizando una grafica ajustada a una curva sigmoidal dosis-respuesta.   
2.4. Ensayos de proliferación 
Para medir la tasa de proliferación se realizó un ensayo de incorporación de 
Bromodeoxiuridina (BrdU), empleando un kit ELISA de BrdU de proliferación celular 
(Roche Diagnostics, USA), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las células UMR-
106 se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad óptima de 2500 células/pozo en 
medio suplementado con SFB. Después de 24 horas de incubación, las células se marcaron 
con una solución de BrdU 10µM y se incubaron por otras 4 horas adicionales a  37°C. El 
medio marcado se retiró de las microplacas y las células fueron secadas y fijadas. El DNA se 
desnaturalizó con la solución FixDenat (incluida en el kit, Roche Diagnostics, USA) por 30 
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregó un anticuerpo monoclonal de 
ratón conjugado con peroxidasa anti-BrdUrd-POD a cada pozo y las placas se incubaron a 
temperatura ambiente por 2 horas más. Después de lavar las placas, se incubaron con la 
solución de sustrato que contenía peróxido de hidrogeno, luminol y 4-yodofenol. El 
inmunocomplejo se cuantificó por la emisión de luminiscencia en un luminómetro 
(Fluoroskan Ascent FL, Labsystems). Las unidades relativas de luminiscencia se 
correlacionan directamente con la cantidad de DNA sintetizado y el número de células 
proliferantes. 
 
M a t e r i a l e s  y  M é t o d o s   | 42 
 
2.5. Sistema sensor electrónico celular 
en tiempo real (RT-CES) 
El sistema sensor electrónico celular en tiempo real (RT-CES o xCELLigence, Roche) [100] 
se empleó para verificar la respuesta dinámica de las células a la simvastatina en diferentes 
dosis, midiendo el índice celular. Éste es un parámetro que describe la impedancia 
electrónica, la cual responde al número de células unidas a una placa de 96 pozos con un 
microelectrodo incrustado. El valor de índice celular se incrementa con la cantidad de 
células que estén adheridas en el fondo del pozo. Se sembraron 5000 células por pozo, las 
cuales se dejaron adherir durante las primeras 18 horas, para luego adicionar la 
simvastatina en diferentes dosis y tomar medidas cada 5 minutos durante un tiempo total 
de72 horas. 
2.6. Ensayos de migración e invasión 
celular  
Los ensayos de migración e invasión celular se realizaron en cámaras de Boyden solas o 
recubiertas con matrigel, respectivamente, siguiendo las recomendaciones de la casa 
productora (BD Biosciences, Bedford, MA, EUA). La cámara tiene una membrana con 
poros de 8μm de diámetro recubierta con matrigel el cual es una matriz de membrana basal 
compuesta por laminina, colágeno tipo IV, heparan sulfato, entactina y factores de 
crecimiento como TGF-β y FGF. Las cámaras se colocaron en placas de cultivo de 24 
pozos, con DMEM en el pozo por 2 horas, para permitir su hidratación. Posteriormente las 
cámaras se trasladaron a pozos con DMEM suplementado con SFB al 10% y la 
simvastatina a concentración final. Inmediatamente se adicionaron 0,5 mL de la suspensión 
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celular que contenía 10000 células, en medio DMEM en las cámaras. Se incubaron por 48 h 
y al finalizar esta incubación, las células que permanecían en la porción superior de la 
membrana fueron retiradas con hisopos de algodón. La cara inferior de la membrana se fijó 
con una solución de paraformaldehído al 4%, y luego se tiñó con cristal violeta al 0,5% en 
metanol. Las células teñidas fueron fotografiadas al microscopio y las membranas se 
retiraron de la cámara y se disolvieron en ácido acético al 10% y su absorbancia se midió a 
540nm. Cada ensayo fue realizado en duplicado. 
2.7. Ensayo de wound healing 
(curación de herida) 
Las células UMR-106 fueron sembradas en placas de 12 pozos y se crecieron a una 
monocapa confluente. La monocapa fue raspada con una punta de micropipeta, se lavó con 
PBS y se incubó hasta 72 horas en medio DMEM suplementado con SFB al 10%, con o sin 
simvastatina. Las células se fotografiaron a 0, 24, 48 y 72 horas después de que se hizo la 
herida. Antes de cada toma, las células se lavaron con PBS y se agregó medio de cultivo 
fresco. Las imágenes se adquirieron empleando una cámara Nikon ajustada a un 
microscopio invertido.  
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2.8. Extracción de RNA, transcripción 
reversa (RT-PCR) y PCR en 
tiempo real (qPCR) 
El RNA total de las células UMR-106 fue extraído de platos confluentes de 100 mm, 
empleando TriReagent (Invitrogen) y cuantificado por absorción UV a 280nm. La 
integridad del RNA se confirmó por medio de una electroforesis en gel de agarosa con 
formaldehído y bromuro de etidio. El DNA complementario (cDNA) fue sintetizado con el 
kit iScript (BioRad Laboratories), a partir de 1μg de RNA total de partida, siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Posteriormente, 2μL de cDNA se emplearon como plantilla 
para la qPCR cuantitativa en una mezcla de reacción de 20μL que contenía el SYBR Green 
PCR Master Mix (Diagenode, Belgium) y los primers. La cuantificación de la expresión 
génica se llevó a cabo en un equipo ABI PRISM 7000 SD qPCR, de acuerdo al protocolo 
del fabricante, ajustando las condiciones específicamente a los primers y a los productos 
generados. Las secuencias específicas de los primers se muestran en la Tabla 2. Los datos 
extraídos se analizaron en el software ABI SDS. El nivel individual de mRNA medido se 
normalizó con el nivel del gen casero. Para las gráficas, la expresión relativa de niveles se 
ajustó para que los valores de la muestra del vehículo fueran equivalentes a uno.  
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Tabla 2 Lista de primers empleados en la qPCR 
Gen Primer Directo Primer Reverso 
SOCS-3 5’-CCTTTGAGGTTCAGGAGCAG-3’ 5’- CGTTGACAGTCTTCCGACAA‐3’ 
CIS 5’-CCACCCCAGCTACCTGTTTA‐3’ 5’- CGTACAGGAGGCCACGTAAT‐3’ 
Ciclofilina 5’-GGTGACTTCACACGCCATAA‐3’ 5’-AGCCACTCAGTCTTGGCAGT‐3’ 
SOCS-2 5’-GACGGGAAATTCAGATTGGA-3’ 5’-AATGCTGAGTCGGCAGAAGT-3’ 
SOCS-1 5’-TGGTAGCACGTAACCAGGTG-3’ 5’-GAAGGTGCGGAAGTGAGTGT-3’ 
MMP-9 5’-CTTCTCTGGGCGCAAAATG-3’ 5’-CCGGTGACCAGGGTTACCT-3’ 
 
2.9. Medición de la actividad 
transcripcional 
Para medir la actividad transcripcional se emplearon plásmidos de reporteros para medir 
STAT1/3 (pISRE-TA-Luc), STAT5 (pSPI-Luc), STAT3 (pSTAT3), c-Fos (c-Fos-Luc) 
(donados por el  Dr. Juan Carlos Lacal (Instituto de Investigaciones Biomédicas "Alberto 
Sols", CSIC, Madrid), SOCS-1, SOCS-2 y SOCS-3 (pSOCS-1, pSOCS-2 y pSOCS-3, 
donados por el Dr. Amilcar Flores Morales (CMM, KI, Suecia)). Estos plásmidos contienen 
las secuencias de unión a DNA de las proteínas STAT o las regiones promotoras de SOCS o 
c-Fos, además de la secuencia que codifica para la luciferasa, el sistema reportero. 
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Adicionalmente se emplearon constructos de STAT5 CA (constitutivamente activo donado 
por el Dr. Amilcar Flores Morales (CMM, KI, Suecia)) y RhoA QL (constitutivamente 
activo, donado por el Dr. Juan Carlos Lacal (Instituto de Investigaciones Biomédicas 
"Alberto Sols", CSIC, Madrid). La transfección de las células se realizó empleando 
Metafectene (Biontex) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La transfección se 
realizó a las células a una confluencia de 70-80%, privadas de SFB, añadiendo 1μg de DNA 
plasmídico, dejando la transfección toda la noche. En donde se indique la transfección de 
STAT5 CA o RhoA, se añadieron 0.5µg del plásmido.  La simvastatina se agregó antes de 
la adición de GH, SFB o IFN-γ según corresponda. Posteriormente, las células se lisaron 
empleando el reactivo de lisis PLB (Passive Lysis Buffer, Promega), y se midió la actividad 
de la luciferasa expresada en el cultivo. Al expresarse esta enzima, cataliza la oxidación de 
la luciferina, sustrato que se hace reaccionar con la muestra (LAR, Luciferase Assay 
Reagent, Promega). En esta reacción produce luz, la cual se cuantifica en un lector de 
luminiscencia de microplacas Fluoroskan Ascent FL (Labsystems). La actividad obtenida 
con los vectores vacíos se consideró como control y se normalizó con la cantidad de proteína 
total de cada muestra. La actividad luciferasa se expresó en RLU/mg de proteína y cada 
muestra se midió por duplicado. 
2.10. Nucleofección de células  
El proceso de nucleofección consiste en una transfección de plásmido, empleando la 
electroporación. La empresa fabricante del equipo ha estandarizado diferentes protocolos 
para muchas líneas celulares comúnmente empleadas, teniendo una librería amplia de 
programas para muchas líneas celulares. La nucleofección se realizó de acuerdo al 
protocolo optimizado por fabricante (Amaxa Biosystem, Cologne, Germany, 
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www.amaxa.com). Las células se resuspendieron en 100µL de la solución de 
electroporación Ingenio (Mirus), se mezclaron con 2µg de DNA plasmídico y se 
transfirieron a una cubeta sellada de Amaxa, cuidando que no queden burbujas. 
Posteriormente, sometieron al pulso eléctrico del programa X-001. Inmediatamente 
después, las células se resuspendieron en medio DMEM  suplementado con SFB al 10%, se 
cuantificaron y 20000 células viables fueron transferidas a una placa de 96 pozos. La 
medición de la viabilidad se realizó como se mencionó previamente.   
2.11. Extracción de proteína y western 
blot 
Las células se crecieron hasta una confluencia del 80% y se trataron con rbGH por 15, 30 
minutos, 1, 2, 4 y 6 horas. Las células se lavaron con buffer PBS frío y las proteínas se 
extrajeron con un buffer de lisis RIPA (Thermo, USA), usando el coctel de inhibidores de 
proteasas Halt (Thermo, USA) y el coctel de inhibidores de fosfatasas  Halt (Thermo, USA) 
. Después de incubar en hielo por 30 minutos, los extractos se centrifugaron a 14000xg por 
10 minutos a 4°C. El sobrenadante se transfirió a un tubo eppendorf nuevo y la 
concentración del extracto se determinó mediante el ensayo de ácido bicinconínico BCA 
(Thermo, USA). Las proteínas se separaron por medio de electroforesis denaturante (SDS-
PAGE) en geles de acrilamida al 10% y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. La 
membrana se bloqueó por 1 hora con un buffer que contenía Blotto al 5% (anti-STAT5, 
anti-STAT1 y anti-SOCS-3, Santa Cruz) o BSA 1% y Blotto al 1% (anti-pSTAT5, antip-
STAT1, Santa Cruz) en TBS. Después de lavar la membrana, se incubó toda la noche con 
el anticuerpo primario en una dilución de 1:1000 en un buffer de Blotto 1% en TBS. 
Después de lavar tres veces con TTBS (Tween 20 al 0,05% en TBS), las membranas se 
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incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo (STAT5, pSTAT5, STAT1, pSTAT1) o 
anti-cabra (SOCS-3) en una dilución 1:5000 en TBS por 1 hora. Por último las membranas 
fueron analizadas por quimioluminiscencia (SuperSignal West Dura Extended Duration 
Substrate, Thermo). 
2.12. Análisis Proteómico  
La extracción de proteína total de las UMR- 106 se realizó como se mencionó 
anteriormente, para western blot. Previo a la electroforesis 2D, las proteínas se extraen del 
extracto celular inicial agregando fenol saturado en Tris-HCl pH 8.0 , con el fin de remover 
interferentes como las sales, los lípidos y los ácidos nucleicos que pueden afectar el corrido 
electroforético, como se reportó previamente [101]. Brevemente, alícuotas de 1 mL de 
extractos de proteína se mezclaron en el vórtex con 1mL de fenol y se incubaron por 10 
minutos a 70°C. Las muestras se enfriaron en hielo por 5 minutos y las fases formadas se 
separaron por centrifugación a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C. La fase acuosa se descartó y 
se adicionó 1 mL de agua destilada. Este procedimiento se repitió una vez más y las 
proteínas se precipitaron con 1 mL acetona fría. El pellet se recuperó por centrifugación a 
15000 rpm por 20 minutos a 4°C y se lavó con 1 mL adicional de acetona, centrifugando 
por 10 minutos a 4°C a 15000 rpm. Después de que el pellet se secó, las proteínas se 
resuspendieron en 300µL de buffer de solubilización (urea 8M, CHAPS 2%, Anfolitos pH 3-
10 0,2%, 1,4-ditiotreitol (DTT) y trazas de azul de bromofenol). El proceso de resuspensión 
es de vital importancia, ya que garantiza la distribución homogénea de la muestra en el 
soporte de acrilamida con gradiente de pH. Las proteínas se separaron por punto 
isoeléctrico empleando un sistema de isoelectroenfoque que consistía de soportes de 
acrilamida con un gradiente de pH inmovilizado. Los soportes empleados fueron de 18 cm 
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de pH 3-10 no lineal (BioRad) y fue necesario realizar la estandarización de esta separación, 
ya que cada muestra puede requerir un programa de separación diferente. La hidratación de 
la muestra en el soporte previo a la separación, se realizó en dos pasos. El primero consiste 
en la rehidratación pasiva, en donde por difusión, la muestra se absorbe en el gel de 
poliacrilamida por 2 horas. El segundo consiste en una rehidratación activa en donde, a 50V 
por 11 horas la muestra de 500µg de proteína se rehidrata en el soporte. Tanto para la 
rehidratación como para el isoelectroenfoque se empleó el Protean IEF System (BioRad, 
USA). El isoelectroenfoque se llevó a cabo incrementando linealmente desde 250 V a 8000 V 
hasta alcanzar 55kVh. Posteriormente, el soporte fue equilibrado en una solución de urea 
6M, glicerol al 30% p/v, SDS 2% p/v, Tris-HCl 0.05M pH 8.8 y DTT al 2% p/v por 15 
minutos, después de los cuales se equilibraron con la misma solución, sustituyendo el DTT 
por yodoacetamida al 2.5% p/v. La segunda dimensión, electroforesis denaturante en gel de 
poliacrilamida (SDS-PAGE), se realizó en geles de poliacrilamida al 12% en un sistema de 
electroforesis vertical (230 × 200 × 1.5 mm; Gibco, USA) a voltaje constante de 80 V por 
12 horas y 90V por 5 horas. Una vez terminada la segunda dimensión, los proteínas se 
fijaron en los geles con una mezcla de etanol-ácido acético-agua (5:1:4) y los geles se 
visualizaron empleando la tinción de azul de Coomassie Coloidal por 24 horas. 
Posteriormente, se lavaron 3 veces con agua destilada, para luego ser analizados 
cuantitativa y cualitativamente en el software PDQuest (BioRad). Las intensidades de los 
spots de proteína obtenidos se analizaron densitométricamente usando unidades de pixeles. 
2.13. Análisis estadístico 
En los análisis de proliferación, y viabilidad celular se realizaron por triplicado para cada 
determinación. Los ensayos de migración e invasión y los de actividad transcripcional se 
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realizaron por duplicado y la significancia estadística se determinó por medio de t-test 
usando el programa estadístico GraphPad. Las diferencias se consideraron significativas 
cuando los valores p < 0.05. El análisis de los geles de electroforesis 2D se llevará a cabo 
utilizando el programa PD-Quest de BioRad, USA.  
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3. Resultados 
3.1. La simvastatina disminuye la 
viabilidad y la proliferación celular 
El estudio de los efectos de la simvastatina en las células de cáncer se inició con el análisis 
de la viabilidad celular en diferentes líneas celulares, con diferentes dosis de simvastatina 
durante 72 horas. Las líneas celulares completaron un panel de diferentes fenotipos, con el 
fin de evaluar la respuesta de las células a la simvastatina, razón por la que calculamos el 
valor de la dosis a la cual la población celular se disminuye al 50% (IC50). Se emplearon las 
UMR-106, MCF-7, LNCaP, y BRL-4, las cuales ofrecen una referencia en cuanto a los 
efectos de la estatina en un tipo celular presumiblemente normal, al provenir de tejido no 
tumoral. 
En todos los casos se observa que la simvastatina decrece la viabilidad de las células, en una 
forma dependiente de la dosis, pero en diferente medida dependiendo del tipo celular. En la 
Figura 6 se muestra el efecto de diferentes dosis de simvastatina en la línea celular UMR-
106 con respecto al tiempo. Hasta las 24 horas se observa que no hay una diferencia 
significativa en la viabilidad celular entre las dosis empleadas. A partir de las 48 horas se 
observa que una caída significativa en la viabilidad desde la dosis de 0.1µM con respecto al 
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control, tendencia que se repite a medida que aumenta la dosis de estatina. Aun así, se 
observa un aumento en la viabilidad con respecto a los valores encontrados a las 24 horas 
en las dosis de hasta 3µM, a partir de la cual la viabilidad cae. Así, el valor de IC50 
obtenido a las 48 horas (Figura 6B) es de 2.7µM, indicando que a partir de esa dosis la 
viabilidad se reduce a la mitad.  
Figura 6 Efecto del tratamiento de las células UMR-106 con diferentes dosis de 
simvastatina en la viabilidad celular.  A) Curva Dosis –respuesta de las células  UMR-106 a 
diferentes dosis de simvastatina a los tiempos indicados. La dosis IC50 se calculó al graficar la 
viabilidad celular vs. La concentración molar de la simvastatina ([SIM] (M)) a las 48 (B) y 72 
horas (C). La viabilidad celular se evaluó mediante el ensayo de MTT y los valores se expresan 
como porcentaje de viabilidad celular con respecto a las células control (100%). Todas las 
medidas se muestran como el promedio ± SEM de determinaciones en triplicado.  
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Figura 7 Efecto de la simvastatina en la viabilidad celular en la línea celular de 
cáncer de próstata LNCaP.  A) Curva Dosis –respuesta de las células LNCaP a diferentes 
dosis de simvastatina a los tiempos indicados. La dosis IC50 se calculó al graficar la viabilidad 
celular vs. La concentración molar de la simvastatina ([SIM] (M)) a las 48 (B) o 72 horas (C). 
La viabilidad celular se evaluó mediante el ensayo de MTT y los valores se expresan como 
porcentaje de viabilidad celular con respecto a las células control (100%). Todas las medidas se 
muestran como el promedio ± SEM de determinaciones por triplicado. 
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A las 72 horas la viabilidad se reduce de forma más notoria, afectando a las células desde la 
dosis más baja de 0.03µM hasta las dosis de 5 y 10µM, en donde la viabilidad cae a niveles 
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mínimos, llegando a valores de casi 0. La IC50 calculada para este tiempo (Figura 6C) fue de 
0.12µM, más de 20 veces menor que la calculada después de 48 horas de tratamiento. 
En las otras líneas celulares, los resultados fueron bastante diferentes. Las líneas de cáncer 
de mama y próstata mostraron una mayor resistencia al tratamiento. La línea celular 
LNCaP no mostró cambios significativos de viabilidad a las 24 horas en ninguna de las 
dosis empleadas en el intervalo de 0 a 30µM, siendo éste último valor mayor a la dosis 
más alta empleada con la línea celular UMR-106 (Figura 7). A las 48 horas, esta misma 
dosis de 30µM es la única que muestra un descenso significativo en la viabilidad, 
disminuyendo casi al valor inicial de 100%. A este tiempo la IC50 encontrada fue mucho 
más alta comparativamente con la de las UMR-106, siendo de 69.5µM, e incluso a las 72 
horas, cuando la viabilidad ha disminuido, la IC50 sigue siendo mayor a la de las UMR-106 
a las 48 horas. Las células de cáncer de próstata después de 72 horas de exposición al 
medicamento no pierden la viabilidad sino en un 9% con respecto a la viabilidad celular 
del tiempo inicial y un 44% con respecto a las células control a ese mismo tiempo.  
Por su parte, las MCF-7 mostraron resultados aún más drásticos (Figura 8). Ninguna de 
las dosis del intervalo entre 0 y 30µM mostraron cambios significativos después de 24 o 48 
horas, razón por la que la dosis IC50 que se calculó a las 72 horas, resultando una dosis de 
7.97µM, 66 veces mayor a la de UMR-106 después del mismo tiempo de exposición al 
medicamento. 
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Figura 8 Efecto de la simvastatina en la viabilidad celular de la línea celular MCF-7. 
A) Curva Dosis –respuesta de las células  MCF-7 a simvastatina a los tiempos indicados. La 
dosis IC50 se halló en al graficar la viabilidad celular vs. La concentración molar de la 
simvastatina ([SIM] (M)) a las 72 horas (B). La viabilidad celular se evaluó mediante el ensayo 
de MTT y los valores se expresan como porcentaje de viabilidad celular con respecto a las células 
control (100%). Todas las medidas se muestran como el promedio ± SEM  
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Por último, se examinaron las BRL-4, un modelo no tumoral (Figura 9). Esta línea mostró 
una tolerancia intermedia entre las tres líneas celulares ensayadas previamente.  Esta línea 
de hepatocitos de rata mostró una disminución en la viabilidad celular a partir de las 24 
horas. Sin embargo, los niveles de viabilidad no cayeron en comparación a los reportados en 
el tiempo inicial, sino que más bien no incrementaron con el paso del tiempo como sí lo 
hicieron las dosis más bajas, las cuales llegaron a unos niveles de 900% a las 72 horas, con 
respecto a las células en tiempo inicial. A las 48 horas se observa una diferencia significativa 
en la viabilidad después del tratamiento 10µM con respecto al control, resultado que se ve 
reflejado en el valor de IC50 obtenido, 15.2µM. A las 72 horas, este efecto se amplifica, y la 
dosis IC50 encontrada es de 5.63µM, una dosis intermedia entre los valores encontrados para 
las otras líneas celulares.  
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Figura 9 Efecto de la simvastatina en la línea celular BRL-4.  A) Curva Dosis –respuesta 
de las células BRL-4 a simvastatina a los tiempos indicados. La dosis IC50 se halló en al graficar 
la viabilidad celular vs. La concentración molar de la simvastatina ([SIM] (M)) a las 48 (B) o 72 
horas (C). La viabilidad celular se evaluó mediante el ensayo de MTT y los valores se expresan 
como porcentaje de viabilidad celular con respecto a las células control (100%). Todas las 
medidas se muestran como el promedio ± SEM 
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Para resumir, en la Figura 10A se muestra una grafica del comportamiento de las 
diferentes líneas celulares en respuesta a la simvastatina 10µM en función el tiempo. 
Asimismo en la Figura 10B, se resumen las IC50 encontradas para todas las líneas celulares 
a las 48 y 72 horas.  
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Figura 10 Comparación del efecto de la simvastatina en la viabilidad celular de 
diferentes líneas celulares. A) Las líneas celulares UMR-106, MCF-7, LNCaP y BRL-4 fueron 
tratadas con simvastatina 10µM. La viabilidad celular se cuantificó mediante el ensayo de MTT 
y los resultados se expresan como promedio ± SEM. B) La concentración IC50 determinada para 
las diferentes líneas celulares en los tiempos indicados. ND: No determinada 
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Después de examinar la viabilidad celular, se examinó también la proliferación celular, 
esta vez teniendo en cuenta la línea celular con mayor respuesta a la simvastatina, UMR-
106. En conjunto con el ensayo de viabilidad de MTT, un ensayo más específico de la 
proliferación puede complementar la información obtenida. Al igual que en los ensayos de 
viabilidad, se midieron los niveles de proliferación en las células al tratarlas con diferentes 
dosis de la estatina, en diferentes tiempos (Figura 11). En dos ensayos separados la 
incorporación de BrdU se midió por medio de un ensayo de ELISA, como se mencionó en 
la sección de materiales y métodos. Los efectos de la simvastatina en la proliferación se 
empezaron a medir desde las 6 horas, y como se observa en la Figura 11A, la proliferación 
no cambia con la simvastatina hasta las 24 horas. En un ensayo durante tiempos más 
largos (Figura 11B), el  efecto de la simvastatina es más evidente, y a una concentración 
de 10µM, después de  48 horas, la proliferación celular cae. Al igual que la viabilidad 
celular, la proliferación disminuyó de una forma dependiente de la dosis y a las 24 y 48 
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horas se determinaron las dosis IC50. A las 24 horas (Figura 11C) se obtuvo un valor de 
4.73µM y a las 48 horas 2.73µM (Figura 11D), el mismo valor hallado después del mismo 
tiempo de tratamiento al medir la viabilidad celular en las células de osteosarcoma de rata 
UMR-106.  
Figura 11 Efecto de la simvastatina en la Proliferación de las células UMR-106. Las 
células se trataron con dosis crecientes de simvastatina y la proliferación celular se midió 
empleando el ensayo de incorporación de BrdU. Los niveles de proliferación se midieron a los 
tiempos indicados y los resultados se expresan como porcentaje de proliferación celular con 
respecto a las células control (100%). Todas las medidas se hicieron por triplicado y los 
resultados se expresan como promedio ± SEM. A) y B) curvas dosis-respuesta de las células 
UMR-106 a simvastatina. C) y D) Gráficas proliferación celular vs. concentración molar de 
simvastatina ([SIM] (M)) y el valor de la dosis IC50 obtenida a las 24 (B) y 48 horas (C) 
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3.2. La migración e invasión celular 
disminuyen de forma dependiente 
de la dosis de simvastatina 
Adicional a los efectos en la viabilidad y proliferación celulares, otros efectos biológicos 
como la migración y la invasión juegan un papel vital en el desarrollo del cáncer. Varios 
ensayos in vitro permiten examinar estas propiedades celulares, en donde es posible 
evaluar la habilidad de las células para migrar en una superficie o atravesarla. 
 
Las células UMR-106 se sometieron a tres ensayos separados que buscaban evaluar los 
cambios en estos efectos causados por la simvastatina en dosis crecientes. En la Figura 12 se 
muestran las fotografías correspondientes al ensayo de wound healing, en donde se ve el 
efecto de la simvastatina a diferentes dosis en el intervalo de 0 a 10µM, a lo largo de 72 
horas, tiempo que se toman las células control en cerrar la herida. El tratamiento con la 
simvastatina muestra que las células, progresivamente con el aumento de la dosis, se 
despegan de la superficie, hasta verse redondeadas y completamente despegadas en la dosis 
límite de 10µM, comparadas con las células control a cada uno de los tiempos.  
 
Después de 72 horas de tratamiento puede verse que hasta una dosis de 1µM, se observa 
que morfológicamente las células conservan la forma de las células control, aunque el 
tamaño de la herida no se disminuye en comparación con las células que recibieron dosis 
menores de simvastatina. A dosis mayores, la morfología de las células se vuelve cada vez 
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más redondeada y las células no cierran la herida, viéndose que en su mayoría acumuladas 
unas sobre otras. 
 
Figura 12 Ensayo de wound healing en la monocapa de células UMR-106 a dosis 
crecientes de simvastatina. Las células se crecieron hasta formar una monocapa y se raspó la 
superficie, haciendo una herida. Después las células se incubaron a los tiempos (H, horas) y dosis 
(SIM (µM)) indicados con simvastatina. Se tomaron fotografías al microscopio de la migración de 
las células. 
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Por su parte, los ensayos en cámara de Boyden fueron consistentes con estos resultados, 
ya que se encontró que las células tuvieron un porcentaje de migración e invasión 
decreciente, en relación directa con la dosis de simvastatina con la que fueron tratadas. La 
Figura 13A muestra las fotografías después de la tinción con cristal violeta del ensayo de 
migración, en donde se observa que a medida que aumenta la dosis de simvastatina, se 
observan cada vez menos células, lo que implica que un incremento en la dosis disminuye 
la migración de las células de forma directa. El ensayo de invasión muestra resultados 
similares (Figura 13B), y las fotografías muestran una clara diferencia entre en el 
intervalo de dosis que se emplearon, mostrando que la simvastatina inhibe los dos 
procesos, de una forma dependiente de la dosis  
En las Figura 13C y D se muestran las gráficas de barras, en donde se condensan los 
resultados obtenidos al cuantificar ambos ensayos a una longitud de onda de 540nm. 
Estos son consistentes con los datos en las fotografías, y se puede ver que en la migración 
(Figura 13C) dosis de 1µM y las dosis de 5 y 10µM tienen una diferencia significativa en 
comparación con el control. En el caso de los ensayos de invasión (Figura 13D), el 
comportamiento es muy similar, y la cuantificación muestra que hay diferencias 
significativas en las dosis mayores a 3µM, al compararlas con el control.  
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Figura 13 La simvastatina disminuye los niveles de migración e invasión en las 
células de osteosarcoma de rata UMR-106. Los niveles de migración e invasión se midieron 
en el ensayo de cámara de Boyden. Para el ensayo de invasión, los filtros del transwell estaban 
recubiertos con matrigel. Las células fueron sembradas en la cámara superior del transwell, y la 
parte inferior se llenó con medio con simvastatina y SFB al 10% por 24 horas. En el panel 
superior de la figura, se muestran Fotografías de las células en el ensayo de migración (A) e 
invasión (B) a las dosis indicadas. C) y D) Respuesta cuantitativa de la absorbancia medida a 
540nm. Los valores se expresan como promedio de los duplicados ±SEM. a indica que las 
diferencias fueron significativas con respecto al control (p<0.05) y b indica que la diferencia fue 
significativa con respecto al control (p<0.005) 
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3.3. La simvastatina tiene un efecto 
citotóxico en las células de 
osteosarcoma UMR-106 
El ensayo de RT-CES ofrece una aproximación novedosa, ya que permite medir en tiempo 
real el parámetro de impedancia, el cual se correlaciona de forma directa con la corriente 
transmitida, mostrando así el estado real de las células en cualquier momento en el tiempo. 
A partir de este ensayo, se pudo obtener también información concerniente acerca de la 
citotoxicidad del medicamento y el estado general de las células con tratamiento de 
simvastatina en diferentes dosis. En la Figura 14 se observa que dosis crecientes de la 
estatina muestran una caída en el índice celular, el parámetro de comparación empleado. En 
las dosis más bajas, menores de 1µM, se observa que la simvastatina no muestra cambios 
significativos con respecto al control. Sin embargo, la dosis de 1µM muestra que luego de 
varias horas de tratamiento llega a una zona plateau. Para dosis mayores a esta se observa 
una caída después de 6 horas de tratamiento, y por la duración del ensayo, el índice celular 
se mantiene en valores cercanos a 0. Con los datos obtenidos se calculó la dosis IC50, 
obteniéndose un valor de 2.39µM, consistente con los valores encontrados en los ensayos de 
viabilidad, y proliferación. 
 
Este ensayo no sólo permite tomar medidas en tiempo real a tiempos muy cortos, sino que 
permite hacer un seguimiento detallado del estado de las células por el tiempo 
seleccionado. A partir de estos datos se puede deducir si la monocapa de células, que 
impide el paso de la corriente y aumenta la impedancia medida, sigue formada después del 
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tratamiento, o como se ve en las dosis mayores a 3µM, las células se despegan, 
disminuyendo la impedancia. Como puede verse en la Figura 14, los efectos de la 
simvastatina en las células son dependientes de la dosis, consistente con los otros ensayos 
realizados de viabilidad, y proliferación celular 
Figura 14 Efecto de la simvastatina en la citotoxicidad de las células UMR-106. A) El 
índice celular se midió empleando el sistema sensor electrónico celular en tiempo real (RT-CES), 
en respuesta a dosis crecientes de simvastatina, tomando medidas cada 5 minutos durante el 
tiempo indicado. La flecha indica el momento en que se agregó la simvastatina. B) Valor de la 
dosis IC50 a las 48 horas de adición de la simvastatina. Todas las medidas se tomaron por 
triplicado y los valores se expresan como en A) promedio, y B) promedio ± SEM   
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3.4. Efecto de la simvastatina en la 
señalización de GH  
Una vez estudiados los efectos de la simvastatina en los procesos funcionales celulares, se 
quiso evaluar los cambios en la vía de señalización JAK/STAT. Esta vía de señalización se 
ha visto implicada en diversos procesos biológicos, incluyendo crecimiento, proliferación y 
viabilidad[86]. Esta vía de señalización es la encargada de activar, corriente abajo, los 
efectos de varios factores de crecimiento y citoquinas. Este estudio se enfocó en la GH, cuya 
activación desregulada se ha vinculado al crecimiento de varios tipos de células, como los 
osteoblastos, así como células malignas.  
Para estudiar la vía de señalización en las células de osteosarcoma, primero se estudiaron los 
efectos de la GH. En primer lugar, se examinó el efecto de la rbGH en la proliferación 
celular. En la Figura 15A se muestra en efecto de la rbGH en dos concentraciones 
diferentes, 30 y 50nM. Se puede ver que las células responden al estimulo de rbGH  de 
forma dependiente de la dosis. Adicionalmente, al tratar las células con simvastatina 5µM, y 
estimularlas con rbGH (Figura 15B) se observa que la simvastatina disminuye la 
proliferación celular, a pesar del estimulo de rbGH, sugiriendo que la estatina interfiere con 
la proliferación inducida por GH, a una dosis de 50nM. También se observa que una dosis 
de simvastatina de 5µM inhibe el crecimiento inducido por GH, una dosis mucho mas baja 
que la dosis máxima de 10µM empleada en los ensayos anteriores.  
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Figura 15 Efecto de la simvastatina en la Proliferación inducida por rbGH. Las células se trataron 
con simvastatina 5µM y rbGH 30 y 50nM. La proliferación celular se midió empleando el ensayo de 
incorporación de BrdU. Los niveles de proliferación se midieron a los tiempos indicados y los resultados se 
expresan como porcentaje de proliferación celular con respecto a las células control (100%). Todas las medidas 
se hicieron por triplicado y los resultados se expresan como promedio ± SEM. A) Respuesta de las UMR-106 a 
diferentes concentraciones de rbGH. B) La proliferación en respuesta a la simvastatina 5µM y rbGH 50 y 
30nM 
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Para continuar con el estudio de la vía JAK/STAT  y su activación inducida por GH, se 
quiso evaluar los cambios en la activación de STAT5 y STAT1, dos de las proteínas que 
frecuentemente se activan al estimulo de GH, así como la expresión de SOCS-3, uno de los 
principales reguladores negativos. La unión de GH a su receptor GHR promueve su 
activación y la fosforilación/activación corriente abajo de JAK2 y ésta a su vez, genera la 
fosforilación de STATs. Las STATs fosforiladas se dimerizan y traslocan al núcleo donde 
sirven como factores de transcripción de varios genes, incluyendo los de las proteínas SOCS. 
Esto quiere decir que la GH induce la activación de una retroalimentación, induciendo la 
expresión de sus propios reguladores.  
 
Así, se realizó un análisis de la activación de la vía JAK/STAT en respuesta al estimulo con 
rbGH, por medio de western blot (Figura 16). Las células UMR-106 fueron estimuladas con 
rbGH 50nM por 15, 30, 60, 120, 240 o 360 min. La fosforilación/activación de STAT5 se 
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detectó claramente a los 15 min disminuyendo hasta valores indetectables a los 240 min de 
aplicado el estímulo. Para STAT1, los cambios son menos apreciables con el paso del 
tiempo y aunque la expresión no cambia, la activación se induce después de 15 minutos  y 
que se mantiene hasta 360 minutos después del estímulo. Uno de los mecanismos 
identificados en la inactivación de la vía JAK/STAT es a través de la inducción de la 
expresión de las proteínas SOCS. Los resultados de medición de RNAm de SOCS-3 en las 
células UMR-106 estimuladas con rbGH mostraron un incremento en los niveles de los 
transcritos con un máximo a los 60 min (se muestran en una sección posterior). Asimismo, 
la expresión de SOCS-3 se observa que la GH induce un incremento con respecto al nivel 
basal después de 120 minutos de estímulo de GH.  Estos resultados muestran que las células 
UMR-106 expresan una vía de señalización JAK/STAT/SOCS funcionalmente activa y son 
un buen modelo para estudiar los efectos potenciales de las estatinas. 
 
Figura 16 Análisis de la activación de la vía JAK/STAT/SOCS inducida por rbGH. 
Los extractos de proteína fueron separados en SDS-PAGE, y se analizó por western blot la 
fosforilación de STAT5 y STAT1 y la transcripción de SOCS-3 por medio de PCR en tiempo real, 
en respuesta al tratamiento con rbGH 50 nM de las células UMR-106, en los tiempos indicados 
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3.5. Efecto de la simvastatina en la 
actividad transcripcional de las 
proteínas STAT inducida por GH 
y SFB 
Después de evaluar los efectos de GH en la fosforilación y activación de las proteínas STAT, 
se evaluó la respuesta funcional a nivel de la inducción de la actividad transcripcional de las 
proteínas STAT1, STAT3 y STAT5, empleando plásmidos reporteros con luciferasa 
conteniendo secuencias de unión específica a DNA de estos factores de transcripción.  
 
La actividad de STAT-1 y STAT-3 se evaluó en primera medida con el plásmido pISRE-
Luc (Figura 17). Después de la transfección del plásmido en ausencia de SFB, las células 
se incubaron con simvastatina o vehículo, según el caso, por 8 horas adicionales, para 
luego adicionar SFB o IFN-γ por 16 horas, como se indica. Los resultados mostraron que 
en presencia de SFB, rico en factores de crecimiento, se estimula de manera significativa 
(p<0.01) la actividad transcripcional de STAT1/STAT3 (Figura 17A) en comparación 
con las células no estimuladas (control), en tanto que, las células que habían sido 
pretratadas con simvastatina 10µM mostraron una activación significativamente (p<0.5) 
menor, al compararlas con la respuesta con SFB. Dosis menores de simvastatina (1µM) no 
mostraron diferencias significativas (Figura 17B), así como tampoco en los tratamientos 
con la estatina sola. Los estímulos con IFN-γ,  solo o en presencia de la estatina no 
mostraron activación de la actividad transcripcional de STAT1/STAT3. 
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En cuanto a STAT5, las células UMR-106 transfectadas con el plásmido pSPI mostraron 
una inducción de 4 veces en la actividad transcripcional después de la estimulación con 
rbGH 50 nM, en comparación con los niveles basales (Figura 18A). Sin embargo, las 
células que crecieron simultáneamente con simvastatina 10µM y rbGH 50 nM, mostraron 
una clara reducción en la actividad transcripcional de STAT5 (2,8 veces) comparadas con 
los valores basales (Figura 18A). Los resultados para STAT3 mostraron que el SFB 
induce la actividad transcripcional 1,6 veces en comparación con los niveles basales, sin 
embargo, en contraste con STAT5, la simvastatina no mostró ningún efecto sobre la 
actividad transcripcional inducida por SFB (Figura 18B). Estos resultados sugieren que la 
simvastatina podría estar modulando la actividad transcripcional de STAT5 y STAT1, 
pero no de STAT3, y que algunos de los efectos biológicos mostrados en este trabajo 
pueden estar siendo modulados por esta vía de señalización.  
 
 
 
 
 
 
 
 
R e s u l t a d o s   | 70 
 
Figura 17 Efecto de la simvastatina en la actividad transcripcional de STAT1/STAt3. 
Las células UMR-106 fueron transfectadas con el plásmido reportero de luciferasa, específico de 
sitio de unión a DNA de STAT-1 y STAT-3 (pISRE-luc). A) Las células se trataron en presencia 
o ausencia de simvastatina (SIM) 10µM por 8 horas y con SFB al 10%  o IFN-γ  1000 UI/mL. B) 
las células se trataron en la concentración de SIM indicada y transcurridas 8 horas se trataron 
con SFB al 10%. Los resultados se expresan como unidades de luminiscencia relativa a las células 
control. Todos los valores fueron medidos por duplicado y se muestran como promedio ± SEM de 
determinaciones por duplicado. a indica que la diferencia fue significativa con respecto al control 
(p<0.01). b indica que la diferencia fue significativa con respecto al SFB (p<0.05) 
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Figura 18 Efecto de la simvastatina en la actividad transcripcional de STAT5 y 
STAT3 inducida por rbGH o SFB. Las células UMR-106 se transfectaron con plásmidos 
reporteros de luciferasa pSPI y pSTAT3. Los resultados se expresan como unidades de 
luminiscencia relativas con respecto a las células control (1). A) las células se transfectaron con 
el plásmido pSPI (que contiene sitio de unión de STAT5 a DNA). Después de 8 horas, se 
trataron las células con simvastatina 10µM durante 16 horas y se estimuló con rbGH 50 nM por 
20 horas. B) Las células se transfectaron con el plásmido pSTAT3 (contiene sitio de unión de 
STAT3 a DNA). Las células transfectadas se incubaron con simvastatina 10µM por 8 horas y 
luego se les agregó SFB al 10% por 16 horas. Los resultados se expresan en numero de veces con 
respecto al control como promedio de los duplicados ±SEM. a indica que la diferencia fue 
significativa con respecto al control (p<0.0001), b indica que la diferencia fue significativa con 
respecto a GH (p<o.o5) y c que la diferencia fue significativa con respecto al control (p<0.05). 
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Para investigar si los efectos de la estatina pueden darse a nivel de la 
activación/fosforilación de STAT5, se transfectaron las células de osteosarcoma UMR-106 
con un plásmido de expresión de STAT5 constitutivamente activo (STAT5 CA). Para 
comparar con el efecto del STAT5 endógeno, las células control se transfectaron con el 
plásmido vacío (pCDNA3) (Figura 19). Los resultados mostraron una inducción 
significativa en la actividad transcripcional de STAT5 al estimular las células con GH 50 
nM (p<0,01) comparadas con el control; el pretratamiento de las células con simvastatina 
resultó en una reducción de la actividad transcripcional, e interesantemente este efecto no 
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fue revertido con el tratamiento combinado con GH (Figura 19). Por lo tanto, la inhibición 
por simvastatina de la actividad transcripcional de STAT5 inducida por GH se puede 
explicar a diferentes niveles, incluyendo la dimerización del factor STAT5, su translocación 
nuclear y unión al elemento de respuesta en el DNA, o a través de su unión con proteínas 
inhibitorias, tales como algunos miembros de la familia de las proteínas supresoras de la 
señalización por citoquinas (SOCS).  
 
Figura 19 Efecto de la simvastatina en la actividad transcripcional de STAT5 
inducida por rbGH Las células UMR-106 fueron transfectadas con un plásmido reportero de 
luciferasa que contiene el sitio de unión de STAT5 a DNA (pSPI). Simultáneamente, se 
cotransfectaron con un plásmido de STAT5 constitutivamente activo (STAT5 CA) o su plásmido 
vacío (pCDNA3), según como se indica. Las células se incubaron con simvastatina 5µM por 8 
horas. Posteriormente las células se incubaron con SFB al 20% o rbGH 50nM por 16 horas. a 
indica que fue significativamente diferente con respecto al control (p<0.05) 
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3.6. Efecto de la simvastatina y la GH 
en la expresión de genes de la 
familia SOCS 
Es bien conocido el papel de las proteínas supresoras de la señalización por citoquinas 
(SOCS) en la inhibición de la señalización activada por GH. Las proteínas SOCS 
interactúan con el receptor de GH, con las quinasas JAK y con las proteínas STAT 
dependiendo del tipo de SOCS expresado y de esta manera interfieren o apagan la vía de 
señalización. Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se procedió a investigar si la 
simvastatina podría tener un papel regulatorio a nivel transcripcional de algunos de los 
genes supresores de la señalización por citoquinas (SOCS).   
 
La medición de los niveles de ARNm de las proteínas SOCS en las células UMR-106 
estimuladas con GH en función del tiempo se muestran en la figura (Figura 20A). Los 
resultados mostraron que las células de osteosarcoma responden al estímulo con GH 
induciendo la transcripción de CIS, SOCS-1, SOCS-2 y SOCS-3, con valores máximos 
después de 1 hora de aplicado el estímulo con la hormona. Los niveles más altos de 
expresión del mRNA se encontraron para la proteína SOCS-1 seguidos de CIS.  
 
Un resultado interesante y novedoso fue el encontrar que el pretratamiento de las células 
de osteosarcoma UMR-106 con simvastatina 10µM inducía la transcripción de los genes 
SOCS-2, SOCS-3 y CIS con niveles máximos a las 9 horas de aplicado el estímulo con el 
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medicamento (Figura 20B). En este caso la máxima inducción se encontró con SOCS-3, 
seguidos de SOCS-2 y luego CIS.  
Esto es consistente con lo encontrado al medir la inducción con el plásmido que contenía 
el promotor de SOCS-3.  
Figura 20 Expresión relativa del mRNA de las proteínas SOCS en las células UMR-
106 bajo estímulo con rbGH y simvastatina Expresión relativa de los genes SOCS-1, SOCS-2, 
SOCS-3 y CIS inducidos por GH 50 nM(A) y simvastatina 10µM (B). La expresión relativa de 
mRNA  los tiempos indicados se cuantificó mediante QPCR en tiempo real y se expresa como la 
relación entre la expresión del gen y la expresión relativa del gen casero, ciclofilina. Los valores 
son el promedio de determinaciones por duplicado. a indica que la diferencia es significativa con 
respecto al control (P<0.001), b indica que la diferencia significativa con respecto al control 
(p<0.05), c indica que la diferencia significativa con respecto al control (p<0.01).  
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Con el fin de confirmar el papel regulador de la estatina sobre la transcripción de los genes 
de SOCS, se examinaron los niveles de transcritos en células tratadas  con dosis crecientes 
de simvastatina (2µM-20µM) por 8 horas, previamente a la estimulación con rbGH por 1 
o 2 horas (Figura 21). En primer lugar, la proteína SOCS-3, que como se encontró está 
altamente inducida por la estatina, mostró que con dosis tan bajas como 2µM de la misma 
mostraban niveles significativos altos de transcritos, semejantes a los obtenidos con la 
dosis de 10µM. Los niveles de mRNA para las concentraciones de 20µM de simvastatina 
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fueron menores, lo cual puede relacionarse con el efecto citotóxico del medicamento y el 
compromiso de la viabilidad celular.  Un comportamiento similar se encontró para CIS, 
aunque los niveles de transcritos fueron menos abundantes que los de SOCS-3. Estos 
resultados demuestran que la simvastatina induce la transcripción de los genes SOCS-3 y 
CIS de manera dependiente de la dosis y del tiempo.  
A continuación se evaluó el efecto del pretratamiento de las células de osteosarcoma con 
la estatina sobre la expresión de SOCS-3 y CIS inducida por la GH. Se encontró que 
cuando se combinaba la simvastatina 2µM con GH 50nM, se encontraba después de 1 
hora de aplicada la hormona,  un incremento de 3 veces en los niveles del mensajero de 
SOCS-3 (Figura 21A) muestra un pico máximo  después de la adición de rbGH y el 
tratamiento de simvastatina 2µM; dosis mayores de simvastatina resultaron en niveles 
reducidos de mRNA, aunque superiores a los de las células control (sin exposición a la 
simvastatina). El perfil encontrado al evaluar los transcritos después de 2 horas de 
aplicada la hormona muestran niveles aproximadamente iguales de SOCS-3 inducidos por 
la estatina, en cambio, se observó una disminución en el efecto inductor de GH. Lo 
anterior podría interpretarse como una señalización debilitada de la GH, producto de la 
inhibición de la proteína SOCS-3, la cual se encuentra sobrexpresada en estas células, en 
particular con el tratamiento con simvastatina 2µM  (Figura 21B).  
Para el caso de CIS, aunque presentó niveles más altos de expresión inducidos por GH en 
comparación con SOCS-3 (Figura 21C), se encontró que cuando se combinaba  la 
simvastatina 2µM con GH 50 nM, no se observaba el efecto potenciador mostrado en el 
caso de SOCS-3, si bien los niveles de expresión fueron más altos respecto de las células no 
tratadas con el medicamento. A las 2 horas de aplicada la GH los niveles disminuyeron y 
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lo que es más importante, la capacidad inductora de la GH se redujo notablemente 
(Figura 21D).  
Figura 21 Efecto del pretratamiento con simvastatina en la expresión génica inducida 
por rbGH en las células UMR-106. La expresión relativa de mRNA de los genes SOCS-3 y 
CIS se cuantificó por QPCR. Las células se trataron con medio sin SFB y simvastatina en la 
dosis indicada. Después de 8 horas, se añadió rbGH al medio por el tiempo indicado. En el panel 
superior se muestra la expresión relativa de SOCS-3 después de 1 hora (A) o 2 horas (B) de 
incubación con rbGH. En el panel inferior, la expresión relativa de CIS después de tratamiento 
con rbGH 1 hora (C) o 2 horas (D). a indica que la diferencia es significativa con respecto al 
control (P<0.001), b indica que la diferencia significativa con respecto al control (p<0.05), c 
indica que la diferencia significativa con respecto al control (p<0.01). 
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Con el propósito de confirmar el efecto inductor de la transcripción de la simvastatina 
sobre los genes SOCS, se transfectaron células UMR-106 con plásmidos reporteros que 
contenían secuencias promotoras de los genes de SOCS. En la Figura 22 se observa que la 
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simvastatina no induce la transcripción de SOCS-1 y SOCS-2, pero en contraste, se 
encontró una inducción significativa en los niveles de mRNA de SOCS-3.  Estos hallazgos 
confirman los resultados encontrados en los experimentos anteriores y sugieren que la 
proteína SOCS-3 puede tener un papel importante en los mecanismos de inhibición de la 
señalización de la hormona de crecimiento por la simvastatina y por lo tanto explicar los 
efectos antitumorales de este compuesto en las células de osteosarcoma.  
Figura 22 Efecto de la simvastatina en la expresión de SOCS-1, SOCS-2 y SOCS-3. Las células 
fueron transfectadas con plásmidos reporteros de luciferasa, con secuencias promotoras de cada uno de los 
genes de SOCS-1, SOCS-2 y SOCS-3. Después fueron tratadas con Simvastatina 10µM o vehículo por 16 
horas. a indica que fue significativamente diferente con respecto al control (p<0.05) 
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3.7. Efecto de la simvastatina y GH en 
la inducción de MMP-9 
Las MMPs son una familia de metaloproteasas de matriz, de las cuales la MMP-9 
representa el miembro más grande y más complejo. Esta metaloproteasa comúnmente 
sobrexpresada en células de cáncer y cuya actividad desregulada se asocia con la habilidad 
de las células para invadir, se indujo con el estimulo de rbGH. Al medir los niveles de 
expresión se determinó que la rbGH induce la expresión de la MMP-9 después de 2 horas 
del estimulo y se observa un pico máximo a las 4 horas (Figura 23A). Esto sugiere que la 
GH puede estar modulando la invasión de las células UMR-106. También así, se quiso 
investigar los efectos de la simvastatina en la inducción de la expresión de MMP-9. En la 
Figura 23B se muestra que después de 1 hora de tratamiento con simvastatina, la 
expresión de MMP-9 alcanza un máximo, que después cae, lo cual puede relacionarse con 
la disminución en la invasión celular observada en los ensayos biológicos.  
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Figura 23 Efecto de la simvastatina y la GH en la expresión génica de MMP-9 en las 
células UMR-106. Las células fueron tratadas con simvastatina 10µM y la expresión relativa de 
mRNA se cuantificó por QPCR. Expresión relativa de MMP-9 con estimulo de GH (A) y 
simvastatina (B). Los resultados se muestran como expresión relativa del gen con respecto al gen 
casero, ciclofilina. a indica que fue significativamente diferente con respecto al control de 0 horas 
(p<0.001), b indica que fue significativamente diferente con respecto al control de 0 horas 
(p<0.05), c indica que fue significativamente diferente con respecto al control de 0 horas 
(p<0.01). 
0 0.5 1 2 4 6
0
5
10
15
20
c
a
b
Tiempo (Horas)
E
xp
re
si
ón
 R
el
at
iv
a 
de
 A
R
N
m
 d
e 
M
M
P-
9
0 0.5 1 2 4 6
0
5
10
15
a
Tiempo (Horas)
E
xp
re
si
ón
 R
el
at
iv
a 
de
 A
R
N
m
 d
e 
M
M
P-
9A B
 
 
R e s u l t a d o s   | 80 
 
3.8. La proteína RhoA no tiene un 
papel fundamental en la 
proliferación de las células UMR-
106 
Con el fin de investigar el papel de RhoA y su vía de señalización en la viabilidad celular y 
su rol en los efectos de la simvastatina, se empleó un plásmido constitutivamente activo de 
RhoA (RhoA QL). Los resultados mostraron que el tratamiento de las células con 
simvastatina 10µM disminuye la viabilidad celular no sólo en las células control (no 
transfectadas), sino también en aquellas transfectadas con el plásmido de expresión de 
RhoA constitutivamente activo (RhoA QL) y el plásmido control vacío (pCEFL) (Figura 
24).  En contraste con otros tipos de células de cáncer, se sugiere que las acciones de la 
estatina en las células de osteosarcoma van más allá de la activación e inserción en la 
membrana de RhoA, sino que se comprometen otros eventos corriente abajo en la cascada 
de señalización mediada por las proteínas RhoA. 
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Figura 24 Efecto de transfección de un plásmido de RhoA constitutivamente activo 
(RhoA QL) en la viabilidad celular de las células UMR-106. Las células fueron 
transfectadas mediante nucleofección con los plásmidos de RhoA constitutivamente activo (RhoA 
QL) y su correspondiente plásmido vacío (pCEFL). Después de 24 horas, las células fueron 
tratadas con simvastatina 10µM donde corresponda. La viabilidad celular se evaluó por medio del 
ensayo de MTT. Los valores se expresan con porcentajes de viabilidad con respecto a las células 
control (100%) ± SEM de determinaciones por triplicado. 
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Con el objetivo de investigar el estado de la vía de señalización activada por RhoA se co-
transfectaron células UMR-106 con el plásmido de RhoA constitutivamente activo (RhoA 
QL) y el plásmido reportero de luciferasa que contiene el promotor de c-Fos (pc-Fos-Luc). 
La expresión de c-Fos se vio inducida significativamente por el SFB (11 veces) y en menor 
proporción por la GH (5 veces), en comparación con las células control (no transfectadas) 
(Figura 25). El pretratamiento de las células de osteosarcoma con simvastatina 5µM 
durante 8 horas antes de aplicado el estímulo con SFB mostró un incremento en la 
expresión de c-Fos, lo cual no se observó cuando se empleó rbGH como estímulo. La c-
transfección con el plásmido vacío, pCEFL, mostró la respuesta endógena de las células, y 
aquí por el contrario, la simvastatina disminuyó la activación de c-Fos inducida por el 
SFB, aunque no de forma significativa. Lo anterior podría corresponder a la disminución 
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de isoprenoides en las células que interfieren con la activación y funcionalidad de las 
proteínas de la familia Rho.  
El estímulo con rbGH, mostró una inducción endógena, aunque en menor intensidad, del 
promotor de c-Fos, que podría ser resultado de la activación de la vía de MAPK, la cual 
mostró tendencia a disminuir con el pretratamiento de las células con la estatina. Lo 
anterior indica nuevamente que la simvastatina puede estar modulando la activación de 
varias vías de señalización, interactuando con proteínas claves a diferentes niveles. 
Figura 25 Efecto de la simvastatina en la activación de c-Fos inducida por rbGH y 
SFB. Las células UMR-106 fueron transfectadas con un plásmido reportero de luciferasa que 
contiene una región promotora de c-Fos (pc-Fos-luc). Simultáneamente, se cotransfectaron con 
un plásmido de RhoA constitutivamente activo (RhoA QL) o su plásmido vacío (pCEFL), según 
como se indica. Las células se incubaron con simvastatina 5µM por 8 horas. Posteriormente las 
células se incubaron con SFB al 20% o rbGH50nM por 16 horas. a indica las diferencias fueron 
significativas con respecto al control (p<0.001), b indica las diferencias fueron significativas con 
respecto al control (p<0.05), c indica las diferencias fueron significativas con respecto al SFB 
(p<0.005) 
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3.9. La simvastatina afecta el perfil 
proteómico de las células UMR-106  
El estudio de proteínas y sus interacciones se ha vuelto cada vez más complejo, teniendo 
en cuenta que cada vez se encuentran mas proteínas conectadas formando complejas redes 
de señalización que es imposible estudiar por separado. El conjunto de proteínas en un 
tipo celular, en un momento determinado se conoce como proteoma, y su estudio arroja 
una imagen del panorama general de proteínas observado después de un estimulo dado. 
Este tipo de estudios se han ido convirtiendo en los más comunes a la hora de analizar 
cambios en el sistema de proteínas de una célula, ofreciendo numerosas posibilidades para 
el estudio e identificación de proteínas, así como para el análisis general del proteoma. 
Como un objetivo adicional de este trabajo se estudiaron los cambios en el perfil de 
proteínas de las células UMR-106, después del tratamiento con simvastatina 10µM. 
Se investigaron los cambios en la expresión global de proteínas por medio de la 
electroforesis bidimensional (2DE) después de exponer las células de osteosarcoma al 
tratamiento con el vehículo (Figura 26A) o con simvastatina 10µM (Figura 26B) por 48 
horas. En los recuadros marcados se resaltan regiones de ambos geles en donde se 
encontraron spots de proteínas diferencialmente expresados entre los dos tratamientos, 
ilustrando las mayores diferencias encontradas en la expresión de proteínas en las dos 
condiciones. El patrón general del proteoma se conserva, indicando que los cambios son 
muy puntuales y que las proteínas más abundantes no cambian considerablemente, 
apoyando la hipótesis de que los eventos subsecuentes al tratamiento con simvastatina 
ocurren de una manera concertada y afectando la señalización. Esto es basado en la 
observación de que hay cambios apreciables de cantidad en algunos casos, así como de 
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presencia o ausencia de algunas proteínas al compararlas con el control, lo que indica que 
la simvastatina induce la expresión de algunas proteínas, así como la sobrexpresión de 
otras y la disminución de otras. 
 
También se puede observar que la intensidad de los spots expresados mayoritariamente, y 
que se presume son de proteínas constitutivas, son iguales, lo que muestra que los cambios 
son debidos a la simvastatina y no a una cantidad total de proteína. 
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Figura 26 Efecto de la simvastatina en la expresión de proteínas. La expresión de 
proteínas se examinó por medio de Geles de electroforesis bidimensional (2DE) de las células 
UMR-106, las cuales fueron tratadas con simvastatina 10µM(A) o vehículo (B) por 48 horas. Se 
muestran regiones seleccionadas de los dos geles, mostrando diferencias significativas en los dos 
tratamientos. 
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Con el fin de cuantificar estas observaciones, las imágenes fueron analizadas cualitativa y 
cuantitativamente empleando el software PD-Quest y se encontraron 211 spots de proteína 
en las células tratadas con simvastatina, comparadas con 219 spots de proteína encontrados 
en el gel de las células control. Por medio de análisis densitométrico se determinó que 65 
spots de proteína se expresaron exclusivamente en las células tratadas con simvastatina y 73 
fueron encontradas exclusivamente en el gel de células control (Figura 27A). Un total de 
146 spots de proteína se encontraron en ambos geles, de los cuales 18 (12%) estaban 
regulados positivamente por lo menos 2 veces, mientras que 21(15%) estaban regulados 
negativamente por lo menos dos veces. En la Figura 27B se muestra una gráfica de 
dispersión que ilustra el perfil de regulación de proteínas al comparar los dos geles y en la 
Figura 27C se muestra la distribución de las proteínas que resume los resultados 
encontrados. Esto muestra que la mayoría de las proteínas expresadas en ambos geles (107 
spots, el 73%) no están reguladas por el tratamiento con simvastatina, y que después de 48 
horas, el efecto de la simvastatina se limita a la baja de cantidad de proteínas expresadas 
con regulación, ya sea positiva o negativa, así como a aquellas que se expresan 
exclusivamente después del tratamiento. Hacen falta otros estudios de identificación de 
proteínas que puedan concluir cuales son las proteínas reguladas o expresadas mas 
importantes en el tratamiento con simvastatina.   
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Figura 27 Análisis proteómico de los spots de proteína encontrados en los geles de 2DE. 
A) La cantidad de spots encontrados exclusivamente o comúnmente en los geles de células tratadas 
con simvastatina 10µM. B) Gráfico de dispersión de los spots de proteínas encontrados en ambos 
geles. La línea verde representa la regresión lineal del promedio en intensidad entre los spots 
encontrados. Las líneas roja y azul representan los spots regulados negativa o positivamente, 
respectivamente. C) La distribución de las proteínas comúnmente expresadas en ambos geles de 
acuerdo a sus niveles de expresión.  
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4. Discusión 
4.1. La simvastatina disminuye la 
proliferación, viabilidad, migración 
e invasión celular de las células de 
cáncer 
El crecimiento alarmante de diferentes tipos de cáncer en la población mundial ha 
incrementado también la búsqueda de medicamentos más específicos que puedan atacar las 
células de cáncer de forma selectiva. En los últimos años la investigación tanto clínica como 
molecular ha incrementado notablemente su interés por las estatinas, inhibidores 
competitivos de la HMG-CoA reductasa, al haber un alto flujo de información vinculando 
estos medicamentos para la hipercolesterolemia con el tratamiento para el cáncer. 
Considerando la frecuencia con que estos medicamentos se recetan, la investigación 
orientada hacia la elucidación del mecanismo molecular de las estatinas en el cáncer  puede 
aportar información vital. 
  
Los efectos de las estatinas parecen extenderse más allá de la inhibición de esta vía y aun 
cuando el mecanismo molecular ha sido discutido y no parece estar limitado a una sola vía 
de señalización, años de investigación han dado frutos identificando redes de proteínas y 
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genes que pueden ser alterados en conjunto por las estatinas y que hacen posible sus efectos 
pleiotrópicos en varios tipos celulares[12, 13, 102-107].  
 
En primer lugar, en este trabajo se demostraron los efectos en la viabilidad celular de la 
simvastatina, una estatina lipofílica, en varias líneas celulares, de distintos orígenes y con 
fenotipos muy diferentes, revelando resultados novedosos. Con los resultados obtenidos se 
puede decir que la simvastatina afecta los niveles de proliferación y viabilidad en las células 
de osteosarcoma, hepatocitos de rata, cáncer de mama y próstata. Sin embargo, estos 
resultados no fueron similares al comparar las líneas celulares entre sí, viéndose que cada 
línea celular muestra una tolerancia diferente al medicamento y que las líneas celulares de 
cáncer de mama y próstata muestran una resistencia mucho mayor al tratamiento que las 
otras líneas celulares evaluadas. Previamente se han reportado estudios en donde se 
encuentran resultados similares, observándose que las líneas celulares MCF-7 y LNCaP 
deben ser tratadas con dosis mucho mayores a las aquí empleadas para poder ver efectos en 
la viabilidad y proliferación [44, 61, 108-110]. Denoyelle y colaboradores publicaron un 
estudio con estatinas, en donde se evaluaron los efectos de la cerivastatina en la 
proliferación y viabilidad de dos tipos de líneas celulares de cáncer de mama, MDA-MB-231 
y MCF-7, y los resultados concuerdan con los aquí presentados; de las dos líneas celulares 
empleadas la MCF-7 resultó ser la más resistente al tratamiento[61]. Teniendo en cuenta 
que la línea celular MDA-MB-231 se caracteriza por tener una activación constitutiva de 
Ras y una sobrexpresión de RhoA activada, además de una alta invasividad, los autores 
atribuyen a estas características la respuesta de esta línea celular a la cerivastatina, en 
contraste con MCF-7, que no posee ninguna de estas propiedades [61]. Adicionalmente, en 
un estudio separado en el cual se evaluaron las dos líneas, también se examinó si la 
presencia del receptor de estrógeno (ER) en la línea celular MCF-7 podría influir en su 
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respuesta a la simvastatina, concluyendo que el estrógeno no tenía un efecto protector sobre 
las células y que la respuesta de las mismas a la simvastatina no cambia[110]. Asimismo, 
Mantha y colaboradores compararon el efecto de la lovastatina en una línea celular de 
carcinoma de células escamosas de cuello y cabeza (HNSCC) con el efecto en la MCF-7, sola 
y en combinación con otros medicamentos de quimioterapia como cisplatino y 5-
fluorouracilo, mostrando que la línea de cáncer de mama tenia la respuesta más baja [109]. 
 
Por otra parte, Kochuparambil y colaboradores realizaron un estudio similar con líneas 
celulares de cáncer de próstata, en donde se encontró que las células LNCaP tenían una 
sensibilidad a la simvastatina mucho menor que las PC-3 [108]. En el estudio se trataron 
ambas líneas celulares con dosis tan altas como 100µM, lo que resultó en una disminución 
de la viabilidad celular, siendo la mayor diferencia entre las características de las dos líneas, 
la dependencia de andrógenos de las LNCaP. Por su parte, Marcelli y colaboradores 
realizaron un estudio en el que se demostró que la lovastatina induce la apoptosis de las 
LNCaP, por medio de la activación de la caspasa-7  a dosis tan altas como 30µM [44].  
  
Con los resultados de este trabajo puede concluirse que en las dosis empleadas de 
simvastatina en un intervalo de 0 a 30µM, la viabilidad celular de las líneas celulares 
LNCaP y MCF-7estas dos líneas más que disminuir, no aumenta, aún después de 72 horas 
de tratamiento, tiempo en el que siguen proliferando casi en la misma medida que las 
células control. En el tratamiento clínico de las estatinas, las concentraciones plasmáticas 
encontradas son de 0.1 a 3.92µM después de su consumo [111]. Por ende, dosis mayores a 
este intervalo están por encima del límite real en el que se encuentran las estatinas en el 
organismo, y no se correlacionan con las dosis normales del medicamento.  
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En el caso de las BRL-4, no se encontraron a la fecha reportes previos de su tratamiento 
con las estatinas. Los efectos de la simvastatina en esta línea celular aunque significativos, 
son más leves que los encontrados en la línea celular de osteosarcoma. Este modelo es el 
único de los empleados proveniente de células sanas, razón por la que estos resultados 
sugieren que la simvastatina tiene un impacto mucho menor en células que llamaremos 
normales en comparación con células cancerosas. En reportes previos se han encontrado 
resultados similares con otros tipos celulares, en estudios independientes se ha demostrado 
la resistencia de varias líneas celulares al tratamiento con diferentes estatinas. Por ejemplo, 
en un estudio de Kato y colaboradores se demostró que tanto la lovastatina como la 
simvastatina, pero no la pravastatina,  inducen selectivamente la muerte celular de forma 
dependiente de la dosis y del tiempo en cáncer de ovario, endometrio y cérvix, además de la 
poca toxicidad que se observó con ninguna de las estatinas en células normales[112]. 
También se ha encontrado que las estatinas pueden promover la viabilidad de osteoblastos 
normales, así como su diferenciación mediante la vía de señalización Ras/Smad/Erk/BMP-2 
[113].  
 
Para completar el panel de líneas celulares de este estudio, se empleó línea celular de 
osteosarcoma de rata UMR-106. A diferencia de los resultados obtenidos con las líneas 
celulares antes descritas, se pudo observar que la simvastatina causa una disminución 
drástica en la proliferación y viabilidad. En el grupo de investigación se hicieron unos 
ensayos similares con una línea celular de osteosarcoma humano y osteoblastos extraídos de 
ratón, en donde se pudo comprender la extensión de los efectos de la simvastatina en las 
células de diversos tipos [3]. En ese estudio se determinó que las células de cultivo primario 
y provenientes de tejido sano, tenían un resistencia mayor al tratamiento con simvastatina 
que las células transformadas de cáncer con las que se compararon. Estas evidencias 
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muestran que la simvastatina tiene una alta selectividad, y que diferentes tipos celulares 
tienen diferentes respuestas a las estatinas. Esto indica que las estatinas tienen un 
mecanismo de acción que es específico en las células y que la respuesta depende del fenotipo 
celular. En las células UMR-106 no se ha reportado si hay mutaciones en la familia Ras o 
Rho, o si algún miembro de esta familia esta sobrexpresado o constitutivamente activo. Por 
su parte se conoce que las LNCaP son dependientes de andrógenos y las MCF-7 son 
dependientes de estrógenos, lo que significa que estos ejes hormonales les pueden conferir 
una resistencia mayor al tratamiento. Tanto los andrógenos como los estrógenos pueden 
activar varias vías de señalización como respuesta al estimulo y se ha visto que las LNCaP 
crecen en respuesta diversos estímulos incluyendo GH, Estradiol e IGF-I [114]. Asimismo, 
en otro estudio se encontró que las MCF-7 mostraron una resistencia a medicamentos 
quimioterapéuticos inducida por GH, por lo que los autores sugieren que puede deberse 
transcripción de genes temprana inducida por GH [115]. Se necesitan más estudios para 
profundizar en el tema, pero los resultados obtenidos indican que hay diferencias en el 
mecanismo de respuesta a la simvastatina. Esto se confirmó con la determinación de las 
dosis IC50 de las 4 líneas celulares en el ensayo de viabilidad. Después de 48 horas de 
tratamiento las células MCF-7 no mostraron cambios significativos con respecto al control, 
mientras que para las LNCaP se obtuvo un valor tan alto como 69.2µM y para las BRL-4 
fue de 15.2µM. Ninguno de estos valores está en el rango de concentraciones plasmáticas en 
el pico de máxima concentración, lo cual indica que se necesitan concentraciones muy altas 
y que resultarían citotóxicas para las células no cancerosas. Por el contrario, el valor 
encontrado para las células UMR-106, de 2.7µM esta en el intervalo de concentraciones 
plasmáticas, indicando que la simvastatina podría ser un potencial medicamento para el 
tratamiento del osteosarcoma. 
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En el ensayo del sistema sensor electrónico celular en tiempo real (RT-CES), el índice 
celular medido antes, durante y después de la exposición de las células al medicamento 
permitió evaluar los efectos de la simvastatina en las células. Mediante este novedoso de 
este sistema, los resultados sugieren que el aumento progresivo de la dosis afecta a las 
células de diferentes maneras induciendo apoptosis y arresto de ciclo celular en dosis de 
10µM. Con la dosis de 1µM, el índice celular llega a una zona plateau, infiriendo que el 
efecto de la estatina es probablemente reversible. Esto coincide con un reporte previo en 
donde se investigaron los efectos de la lovastatina en la progresión del ciclo celular en las 
células de carcinoma de vejiga  T24, línea celular que expresa el inhibidor de quinasa 
dependiente de ciclina y regulador de ciclo celular p21 activado. A una concentración de 2-
10µM, la lovastatina arresto las células en G1 y prolongó una fracción de células en la fase 
G2. Después de retirar la lovastatina, las células siguieron la progresión del ciclo celular y 
entraron a la fase S después de un retraso de 6 horas[41]. Adicionalmente, la determinación 
de la dosis IC50 por este ensayo apoyó los resultados obtenidos en la viabilidad celular, 
obteniéndose un valor similar de 2.39µM, que esta en concordancia con las dosis 
anteriormente discutidas.  
 
En conjunto, estos resultados muestran la selectividad de la simvastatina a diferentes tipos 
celulares, lo cual hace que tengan un gran potencial terapéutico en el tratamiento contra el 
cáncer. Las diferencias en la respuesta de cada línea celular muestran que las estatinas 
tienen un mecanismo molecular complejo que hace a unos tipos celulares más o menos 
resistentes al tratamiento. Previamente se han reportado numerosos trabajos en donde se 
mide la apoptosis y arresto del ciclo celular de diversos tipos celulares y se evidencia que los 
resultados son dependientes de la dosis, lo cual hace que las estatinas induzcan la activación 
de señales internas de forma específica [45, 112, 116]. Hasta el momento se han reportado 
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diversos estudios de tipo molecular, que tratan de explicar este fenómeno, y que intentan, al 
igual que este trabajo, explicar los mecanismos moleculares de las estatinas en el cáncer. 
Entre los blancos de señalización más estudiados están los miembros de la superfamilia Ras, 
entre las que se cuentan las proteínas Rho, ya que está ampliamente establecida su 
necesidad de farnesilarse o geranilgeranilarse para su anclaje a la membrana, ambos eventos 
directamente relacionados con la vía de síntesis del colesterol (Figura 2)[1]. Por ello, en este 
trabajo se evaluó el papel de RhoA en la viabilidad celular y si la expresión de un plásmido 
constitutivamente activo de RhoA (RhoA QL) podría contrarrestar el efecto de las estatina. 
Sin embargo, los resultados no apoyaron esta hipótesis puesto que la viabilidad celular de 
las UMR-106 se vio afectada y por el contrario, sugieren que las acciones de la estatina en 
las células de osteosarcoma van más allá de la activación e inserción en la membrana de 
RhoA, comprometiendo otros eventos corriente abajo en la cascada de señalización mediada 
por las proteínas RhoA. Por último, algunos estudios realizados en varios tipos de cáncer, 
han descrito altos niveles de expresión y activación de la enzima HMG-CoA reductasa en 
comparación con células más diferenciadas, lo cual podría explicar que las células tumorales 
sean más sensibles al tratamiento con estatinas [112, 117]. No obstante, hacen falta mayores 
estudios para confirmar esta hipótesis. 
 
Las células UMR-106 fueron el objetivo de esta investigación, por la respuesta tan eficaz 
ante el tratamiento con simvastatina. Además de los estudios de proliferación y viabilidad, 
los estudios de migración, e invasión corroboraron los resultados obtenidos en los primeros 
ensayos. En todos los ensayos, se observaron efectos dependientes de la dosis de 
simvastatina. Tanto en los ensayos de la cámara de Boyden como en el ensayo de wound 
healing, el incremento en la dosis de la estatina generó que progresivamente que las células 
se despegaran, y que a una dosis de 1µM, aunque las células en las fotografía se observan 
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morfológicamente viables, los niveles de migración disminuyen en comparación con el 
control que no tiene simvastatina. Esto es consistente con estudios previos, en donde se ha 
encontrado que las estatinas disminuyen la adhesión de células [118]. El efecto de las 
estatinas en la migración e invasión se ha evaluado previamente con resultados 
consistentes a los reportados aquí. En queratinocitos se observo una disminución en la 
migración al tratar las células con pitavastatina [119]. En las PC-3, línea celular de cáncer 
de próstata,  también se encontraron descensos significativos en la migración e invasión 
después del tratamiento con lovastatina [108]. Esto indica que las estatinas tienen un 
efecto en la migración e invasión de diversos tipos celulares de forma dependiente de la 
dosis.    
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4.2. La señalización por la vía 
JAK/STAT se ve disminuida por 
la simvastatina 
La vía de señalización JAK/STAT está implicada en el crecimiento, proliferación y su 
desregulación es una de las características más comunes en el cáncer. Esta vía transmite 
señales externas inducidas por hormonas, factores de crecimiento y citoquinas [86, 120]. Este 
estudio en particular se enfocó en la señalización de rbGH y los cambios generados en la 
misma causados por la simvastatina. Con el fin de estudiar esta vía, los estudios de 
proliferación indicaron que las UMR-106 responden al estímulo de rbGH de forma 
dependiente de la dosis, y que por sí sola no puede revertir el efecto de la simvastatina.  
Adicionalmente, en este trabajo ese evaluó la expresión génica y de proteínas en respuesta a 
rbGH. Previamente, se demostró que la línea celular no solamente expresa el GHR sino que 
también responde al estímulo con rbGH, activando JAK2 y STAT5 [59, 121]. 
Adicionalmente, en un artículo separado, Morales y colaboradores también encontraron la 
expresión de SOCS-3 y CIS inducida por rbGH [122].  
 
Consistente con estos resultados, en este trabajo se muestra la expresión relativa de mRNA 
de SOCS-1, SOCS-2, SOCS-3 y CIS inducida por rbGH. Las proteínas SOCS son los 
principales reguladores negativos de la vía de señalización JAK/STAT, y su desregulación 
se ha visto implicada en diferentes tipos de cáncer [123, 124]. Aunque son producidas por el 
mismo estímulo, rbGH en este caso, no todas inhiben de la misma manera y en varios 
estudios se ha encontrado que su interacción con el sistema JAK/STAT varía de una 
proteína a otra. SOCS-1 es un inhibidor directo de la tirosina quinasa JAK2, mientras que 
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SOCS-3 y CIS se unen al dominio citoplasmático del GHR, compitiendo con las STAT por 
los sitios de unión de fosfotirosina [125]. Adicionalmente se encontró que CIS también puede 
regular la vía de señalización por medio de la degradación mediada por el proteosoma, que 
involucra la degradación del complejo formado por CIS, JAK y GHR [125]. Los autores 
encontraron que para la acción inhibitoria de CIS, pero no de SOCS-1, SOCS-2 y SOCS-3, 
es necesaria la actividad de proteosoma, de forma dependiente del tiempo. En este trabajo, 
se presentan resultados que muestran la inducción de SOCS-3 y CIS, y la disminución de la 
actividad de STAT5 y STAT1 debido a la simvastatina. Esto indica que estos eventos están 
relacionados y que la simvastatina disminuye la actividad de las proteínas STAT, al inducir 
sus inhibidores mayoritarios, las proteínas SOCS. El mecanismo exacto de inhibición no esta 
dentro de los objetivos de este trabajo, aunque se puede pensar, de acuerdo a los reportes 
mencionados que SOCS-3 y CIS tienen un comportamiento similar, mostrando que hay 
varios mecanismos de inhibición de la vía y de acuerdo a los resultados aquí presentados, es 
probable que la simvastatina inactive la vía empleando varios de ellos.  
No es la primera vez que se encuentra un relación entre la vía JAK/STAT y las estatinas. 
La inducción de las proteínas SOCS por estatinas se ha reportado previamente en 
macrófagos [126] así como también la inhibición de expresión de proteína y activación de 
STAT1 en macrófagos por el tratamiento con simvastatina [127]. Allí se observó que la 
simvastatina disminuye los niveles de proteína de STAT1, lo que justifica disminución en la 
activación. La adición de mevalonato o GGPP revertió el efecto de la simvastatina en la 
expresión de proteína de STAT1, mientras que el colesterol no tuvo ningún efecto, razón 
por la cual los autores sugieren que puede haber una comunicación cruzada con la familia 
Rho[127]. Asimismo, se encontró que la lovastatina disminuye la activación de JAK2, 
STAT5 y ERK inducida por la eritropoyetina (EPO) en la línea celular mieloide murina 
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32D [128]. En la línea celular UMR-106 se encontró en un trabajo previo, la disminución de 
la actividad transcripcional de STAT1 causada por la simvastatina [3]. 
Estos reportes apoyan los resultados encontrados en este trabajo, y aunque no se evaluó la 
cantidad de proteína mencionada, sí se encontró que la simvastatina disminuye actividad 
transcripcional de STAT5 y STAT1 inducida por SFB o por rbGH. La inducción de SOCS-
3 y CIS se observó no sólo en respuesta al estimulo de rbGH y simvastatina por separado 
sino que también se observó en el tratamiento conjunto. El pretratamiento con 
simvastatina, a una dosis comparable con la encontrada en plasma en respuesta al 
tratamiento con simvastatina (2µM), incrementa la expresión de SOCS-3 inducida por 
rbGH. Así, la inducción de la expresión de SOCS estaría inhibiendo la señalización de 
JAK/STAT  ya sea degradando el receptor de forma dependiente de proteosoma o 
uniéndose al mismo inhibiendo la interacción entre el mismo con STAT5. A su vez, al 
estudiar el efecto en los promotores de las proteínas SOCS, se encontró que la simvastatina 
induce la expresión de los plásmidos pSOCS-2 y pSOCS-3, siendo consistente con los 
resultados de expresión relativa de mRNA, en donde la simvastatina induce la expresión no 
solo de SOCS-2 y SOCS-3 sino también de CIS  
 
Adicionalmente, en este trabajo se demostró la inducción de SOCS-2, SOCS-3 y CIS 
después del tratamiento con simvastatina, evento que podría contribuir con los efectos 
biológicos observados. La expresión de estos genes inducidos por simvastatina, inhibe la vía 
de señalización, interfiriendo con los procesos de crecimiento y proliferación de las células de 
cáncer. Aquí se demostró que las células de osteosarcoma proliferan ante el estimulo de 
rbGH y éste activa STAT5 de forma dependiente del tiempo.  
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Por otra parte, al emplear un plásmido constitutivamente activo de STAT5, se encontró 
que la simvastatina disminuye la actividad inducida por rbGH, demostrando que el efecto 
de la simvastatina en la actividad transcripcional de STAT5  es especifico a la inducción 
por rbGH, lo que es consistente con el efecto aditivo en la expresión de mRNA de SOCS-3 
al combinar simvastatina y rbGH.  
 
Esto hace que la simvastatina y probablemente otras estatinas lipofílicas sean potenciales 
medicamentos del tratamiento del cáncer y fortalece el papel de la vía JAK STAT como 
blanco terapéutico del cáncer. Sin embargo, todos los reportes publicados en la materia 
parecen tener una relación conflictiva. El flujo de información de las estatinas en el cáncer 
aumenta exponencialmente, ofreciendo una gran cantidad de estudios, y diferentes 
interpretaciones y objetos de estudio hacen difícil tener una conclusión absoluta acerca de la 
materia. Así, los resultados de inhibición de las proteínas STAT no se presentan en todos 
los casos. En varios reportes se ha visto que las estatinas no tienen una inhibición en la 
fosforilación o actividad de STAT1 [129, 130]. Esto también puede deberse a que no en 
todos los tipos celulares la vía JAK/STAT juega un papel predominante en los procesos 
aquí evaluados. Sin embargo, las células de osteosarcoma UMR-106  responden 
favorablemente a la simvastatina, y su dosis IC50 se encuentra en los límites del 
medicamento, lo cual puede significar que la simvastatina es una herramienta en el 
tratamiento específico del osteosarcoma y que en otros tipos celulares se necesita una 
terapia adicional, que aumente el efecto de las estatinas. 
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4.3. La MMP-9 es inducida por GH e 
inhibida por la simvastatina en 
UMR-106 
La MMP-9 es una de las enzimas más importantes en el mecanismo de invasión, su 
actividad aumenta en varios tipos de cáncer. La MMP-9 se produce en una variedad 
limitada de tejidos, que incluye queratinocitos, monocitos, macrófagos y leucocitos 
polimorfonucleares, así como en muchos tipos de células malignas. Su expresión basal es 
generalmente baja en la mayoría de tipos celulares y responde a numerosos factores de 
crecimiento y citoquinas, llegando a ser en algunos casos de mayor de 100 veces 
comparada con la expresión basal [131]. En células de osteosarcoma humano, se ha 
reportado que la MMP-9 es inducida por TNFα y PMA (forbol 12-miristato 13-acetato) 
[1, 132-134]. En osteosarcoma humano, las metaloproteasas, en especial la MMP-9 y la 
MMP-2 participan en el proceso de invasión de líneas celulares de osteosarcoma y 
osteosarcoma de ratones xenograft [135]. Por eso, la evaluación de la expresión de mRNA 
de MMP-9 es importante y su relación con la simvastatina, puede correlacionarse con los 
eventos encontrados en los procesos celulares. En este modelo es particularmente 
interesante, ya que se ha reportado que la MMP-9 es importante en la remodelación de 
huesos y que es producida por osteoclastos de tejido normal[136].  
En este trabajo se evaluó la inducción de expresión de MMP-9 en respuesta a la 
simvastatina y a GH, de forma separada. En varios estudios se ha encontrado una relación 
entre su expresión y actividad con el efecto de las estatinas. Se ha reportado que las 
estatinas disminuyen la expresión de MMP-9 inducida por PMA en células 
endoteliales[137]. En un trabajo previo, realizado en las células de osteosarcoma humano 
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U2-OS se encontró que la simvastatina en dosis de 5 a 15µM, suprime la actividad de 
MMP-9, y demostró que la simvastatina reduce la expresión de MMP-9 en cultivo 
primario de osteoblastos, en donde los niveles de mRNA cayeron en un 40-50% con 
respecto al control, después del tratamiento con simvastatina 10µM por 24 horas. [138].  
En este trabajo las células fueron tratadas con simvastatina 10µM y después de 1 hora se 
observa un pico en la expresión que después cae. Este comportamiento se debe a que al 
agregar la simvastatina se cambió el medio de cultivo, es decir que las células estuvieron 
expuestas a SFB fresco al tiempo con la simvastatina, ocasionando un estímulo de la 
expresión de MMP-9. Diversos estímulos inducen la expresión de MMP-9, incluyendo 
citoquinas como TNFα y factores de crecimiento. Después del pico observado a una hora, 
la expresión de MMP-9 cae a niveles basales, mientras que el estimulo con rbGH, 
incrementa su expresión después de las 2 horas. Los resultados aquí presentados son 
consistentes con las observaciones de Thunyakitpisal [138] y hace falta extender el estudio 
por un tiempo más largo para corroborar que la expresión de MMP-9 se mantiene a 
niveles basales o baja, lo cual justificaría la disminución en los niveles de invasión 
observados al tratar las células con simvastatina por 24 horas. A su vez, varios estudios 
han vinculado la MMP-9 con la activación de Ras ([139-142]). Esto podría sugerir que la 
disminución en la actividad de estas proteínas,  puede inhibir también la expresión de 
MMP-9 después del tratamiento con simvastatina.  
Por otra parte, la inducción de MMP-9 por GH sugiere que hay una relación entre la vía 
JAK/STAT y la expresión de MMP-9. Previamente, en un estudio en células de 
glioblastoma se demostró que la inhibición de STAT3 activada inhibe también la 
expresión de genes MMP-2 y MMP-9 [143]. Aquí se reportó que la simvastatina disminuye 
la actividad de STAT5 y que a su vez, el tratamiento prolongado con simvastatina 
disminuye la expresión de MMP-9. Esto puede sugerir que la inhibición de la vía de 
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señalización JAK/STAT puede afectar también la expresión de MMP-9, disminuyendo así 
la invasividad de las células de osteosarcoma UMR-106. 
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4.4. La inducción de c-Fos no se 
disminuye al inhibir la proteína 
Rho en las células UMR-106 
La vía de señalización RhoA es uno de los blancos mas comúnmente investigados en las 
estatinas. Esto se debe al papel fundamental que tienen las modificaciones postraduccionales 
farnesilación y geranilgeranilación en su activación. Después de su síntesis, las proteínas de 
la familia Rho necesitan las extensiones lipídicas necesarias para anclarse a la membrana y 
activarse. Las estatinas son inhibidores directos de la síntesis de isoprenoides y por lo tanto, 
inhiben el anclaje de estas proteínas a la membrana. Las proteínas de esta familia se han 
relacionado con procesos de proliferación, migración y viabilidad, por lo que se evaluaron los 
efectos en la inducción de la expresión de c-Fos y su inducción por RhoA. Previamente se 
reporto que c-Fos es inducido por las vías de señalización Ras-Raf-ERK y Rho en las células 
de fibroblasto NIH 3T3 [144] y que RhoA activado estimula la expresión génica de c-Fos en 
células de miocardio [145]. Esto lo hace un blanco de señalización importante en el estudio 
de los efectos de las estatinas en el cáncer. Para ello, las células se transfectaron con un 
plásmido reportero de c-Fos  y un plásmido de RhoA constitutivamente activo (RhoA QL). 
Los resultados muestran que c-Fos es inducido por RhoA y SFB, lo cual se hace evidente al 
transfectar las células con el plásmido RhoA QL, en donde se observa que hay un 
incremento significativo de expresión. La simvastatina solamente tiene un efecto en las 
células que contenían el plásmido Rho QL, e incluso parece que la estatina potenciara la 
inducción del SFB. Previamente se ha reportado que la regulación de la activación de GH 
por SOCS-3 requiere la unión del complejo de transcripción c-Fos, c-Jun y la proteína de 
unión al elemento de respuesta de cAMP [146]. Esto indica que la inducción de SOCS-3 por 
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simvastatina puede estar ligada a la inducción de la expresión y actividad de c-Fos. No 
obstante, se deben realizar ensayos adicionales para comprobar esto, ya que en otros 
estudios se ha reportado que las estatina inhiben la expresión tanto de c-Jun como de c-Fos 
y que la supresión de estos factores de transcripción se asoció con el arresto celular [147]. 
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4.5. La simvastatina cambia el perfil 
proteómico de las células UMR-
106  
Por último, los efectos de la simvastatina se evaluaron a nivel global, comparando el perfil 
proteómico de las células tratadas con simvastatina comparadas con las tratadas con el 
control. El estudio global de proteomas de los efectos de la simvastatina en las células de 
osteosarcoma UMR-106 no se ha reportado hasta la fecha. Aquí se determinó que la 
simvastatina regula el nivel de expresión de algunas de las proteínas que se ven expresadas 
en el control, así como la inducción de algunas que son exclusivas del tratamiento con 
simvastatina. Estos resultados sugieren que los efectos de la simvastatina son muy 
específicos y que los cambios en las proteínas son puntuales. Teniendo en cuenta que la 
mayoría de los spots de proteínas del grupo de proteínas comunes no están reguladas, los 
efectos de la simvastatina probablemente dependen más de las proteínas que están 
expresadas exclusivamente en las células tratadas con simvastatina que en la regulación de 
las proteínas comunes. En este estudio solamente se analizaron comparativamente los 
perfiles generales de los proteomas de las células UMR-106. Sin embargo, es necesario el 
análisis de proteínas que permita la identificación de las proteínas que están reguladas y de 
las expresadas exclusivamente. De este análisis se puede concluir que la simvastatina 
cambia el perfil de proteínas de forma puntual, conservando las proteínas expresadas en 
mayor cantidad. Este tipo de estudio puede identificar blancos terapéuticos potenciales, al 
identificarse aquellas proteínas que hagan una diferencia significativa en el proteoma de las 
células tratadas con simvastatina, y que puedan explicar algunos de los mecanismos de las 
estatinas en el cáncer.  
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5. Conclusiones 
En este trabajo se demostraron los efectos anti-tumorales de la simvastatina en líneas 
celulares cancerosas y no cancerosas. El tratamiento de las células con simvastatina 
disminuye la viabilidad e integridad celular de manera dependiente de la dosis y del tipo 
celular, resultando la línea de osteosarcoma de rata, UMR-106, la más sensible al 
tratamiento con la estatina.  Así mismo, el pretratamiento de las células de osteosarcoma 
UMR-106 con simvastatina reduce la capacidad migratoria e invasiva de las células de 
manera dependiente del tiempo y de la dosis.  
 
A nivel molecular los resultados obtenidos sugieren que una de las vías de señalización que 
son blanco de acción de la simvastatina en las células de osteosarcoma UMR-106, es la vía 
JAK2/STAT5 activada por la hormona de crecimiento (GH). El tratamiento de las células 
con simvastatina afecta negativamente la actividad transcripcional de STAT5 y STAT1 
inducida por GH, que podría explicarse por alteraciones corriente abajo de la fosforilación 
del factor de transcripción. 
     
El tratamiento de las células de osteosarcoma con dosis de simvastatina compatibles con la 
viabilidad celular, induce la expresión del mRNA de las proteínas SOCS-1, SOCS-2, SOCS-
3 y CIS de manera dependiente del tiempo y de la dosis. Se sugiere que la sobreexpresión de 
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estas proteínas inhibitorias de la señalización por GH, particularmente SOCS-3, podrían 
explicar los efectos regulatorios de la simvastatina sobre la vía JAK2/STAT5. 
 
La inhibición de la vía JAK2/STAT5 por la simvastatina puede afectar la expresión de la 
enzima MMP-9, lo que explicaría la disminución en invasividad de las células UMR-106 por 
tratamiento con la estatina. 
 
El análisis proteómico de los cambios en los perfiles de expresión de proteínas en las células 
de osteosarcoma tratadas con simvastatina, sugieren un mecanismo regulatorio específico 
que podría explicar algunos de los efectos anti-cancer de esta estatina y  cuya identificación 
debe proseguirse a futuro.  
Finalmente, estos resultados combinados muestran el alto potencial que tienen las estatinas 
como agentes terapéuticos contra el cáncer y contribuyen al esclarecimiento de sus 
mecanismos de acción molecular. La vía de señalización JAK/STAT activada por GH 
emerge como un blanco promisorio para el desarrollo de nuevas terapias contra el cáncer 
basadas en medicamentos que inhiban la señaliación de los factores de transcripción STAT 
o activen las proteínas inhibitorias SOCS.   
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